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Erfahrungen zur polarographischen Krebsdiagnose’) 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer 
Mit 5 Figuren im Text 


(Aus dem Chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1939) 


Die Versuche zur diagnostischen Erfassung von Krebs im 
Serum mittels der polarographischen Analyse, iiber die von 
R. Brdi¢ka*) zuerst berichtet wurde, gehen zuriick auf die Fest- 
stellung enzymatisch faBbarer Veranderungen der Sulfhydrylaktivitit 
im carcinomatésen Serum ’), Entsprechend einer herabgesetzten Sulf- 
hydrylaktivitaét gegeniiber Methylglyoxalase oder Papain fand man 
auch mit dem Polarographen im Krebsserum eine niedrigere Stufe. 

Der Versuch einer diagnostischen Auswertung dieses Befundes 
hat in Kreisen der Kliniker Widerhall gefunden. Der Kliniker 
benitigt bevorzugt Methoden, die keine allzu groBe Kinschulung 
erfordern und die objektiv aufzeichnen. Daher haben die meisten 
der zuvor vorgeschlagenen Verfahren zur Krebsdiagnose, wie man 
deren Wert auch sonst beurteilen mag, sich in der Praxis nicht 
durchzusetzen vermocht. Die polarographische Analyse ist rasch 
auszufihren und sie ist unschwer reproduzierbar. Schon mit der 
ilteren Arbeitsweise nach R. Brditka, der Priifung am dena- 
turierten Gesamtserum, liegen beachtliche Ergebnisse aus der 
Minischen Praxis vor. So kam R. K. Felkel*) an Hand von 80 
gepriiften gynikologischen Fallen von Carcinom zu dem Schlué, 
y(aB der Ausfall der Reaktion bei klinisch zweifelhaften oder noch 
ticht geklarten Fallen ein wichtiger diagnostischer Behelf* sei. 


') Ausgefiihrt mit Mitteln der International Cancer Research Foundation, 
Philadelphia, 

*) Nature 139, 380, 1020 (1937); Acta Intern. Verein. f. Krebsbekiimpfung 
3, 18 (1988); J. Chim. Phys. 35, 89 (1988). 

E. Waldschmidt-Leitz, 0.Conrath u. J.Gloeditsch, Naturw., 
%, 60 (1987); E. Waldschmidt-Leitz, Z. angew. Chem. 51, 324 (1938). 

*) Med. Klin. Nr. 25, 1 (1988). 
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9 Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer, 


Ebenso berichten Fr. Bergh, O. M. Henriques und J.Schons. 
boe?) an 118 gepriiften Seren, darunter 64 carcinomatiésen, tiber 
eindeutige Befunde mit der ,,Prager Serum-Reaktion“. 

Das Verfahren der polarographischen Analyse ist dann yer. 
bessert worden. So hat der eine von uns (K.M.) die Beobachtung 
gemacht, daB die Sicherheit der Analyse sich durch Verwendung 
von enteiweibtem Serum statt des urspriinglichen verschirfen 
laBt?). Nach der EnteiweiBung, z. B. mit Sulfosalicylsiure oder 
mit Alkohol, findet man aber die polarographische Stufe der 
carcinomatisen Seren gegeniiber der der normalen erhdht. Durch 
die EnteiweiBung wird also der Unterschied in der polarographischen 
Stufe normalen und carcinomatésen Serums gerade umgekehrt, 
und er wird in der Regel verstirkt. Dem entspricht, daf C.Tropp} 
auf Grund seiner Erfahrungen empfiehlt, bei der Diagnose an den 
nicht enteiweiBten Seren deren wechselnden EiweiBgehalt in 
Rechnung zu setzen. Die naheliegende und zunichst*) versuchte 
Zuriickfiihrung des polarographischen Ausschlags auf die herab- 
gesetzte Menge aktiven Sulfhydryls im Serum bei Carcinom wird 
damit unwahrscheinlich. Zudem haben die Erfahrungen bei der 
Anreicherung der polarographisch aktiven Substanz aus enteiweibtem 
Serum ergeben, dab es sich um einen schwefelarmen, vermutlich 
einen mucoidaihnlichen K6érper handelt 5). Kine endgiiltige Erklirung 
fiir die Ursache der beobachteten Ausschliage in carcinomatésen 
Seren, vor wie nach der EnteiweiBung, ist indessen noch nicht 
méglich, Alle Erfahrungen deuten aber darauf hin, daB den beob- 
achteten Veriinderungen die Ausschwemmung von Stoffwechsel- 
oder Zerfallsprodukten der Krebszelle in das Blut und nicht das 
Auftreten carcinogener Substanzen zugrunde liegt. 

Unsere Belege, die wir im Versuchsteil tabellarisch wieder- 
geben, erweisen die Uberlegenheit der Untersuchung des ent- 
eiweiBten Serums gegeniiber- den Methoden der Priifung des 
eiweiBhaltigen und auf verschiedene Weise denaturierten Serums. 
Die diagnostische Erfassung der echten Carcinome ist eine weit- 
gehende. Andererseits findet man aber bei einer groBen Anzahl 
entziindlicher und mit Fieber verbundener Erkrankungen und bei 


1) Nature 141, 751 (1938). 

*) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz, Z. angew. Chem. 61, 324, und zwar 
S. 326 (1938). 

8) Klin. Wschr. 17, 1141 (1988). 

‘) Vgl. R. Brditka, a.a. O. 

5) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz, a.a. O. 
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gewissen Erkrankungen der Gallenblase ebenfalls carcinom-positive 
Ausschlige. Diese Nachteile des Verfahrens auszuschalten unter- 
nimmt und entwickelt eine Differentialdiagnose, zunichst mittels 
fraktionierter Alkoholfallung des Serums, iiber deren Ergebnisse 
wir im einzelnen berichten werden, sobald wir iiber ein ausreichend 
grobes Versuchsmaterial verfiigen. Fir viele Fille der klinischen 
Praxis wird das Verfahren der polarographischen Analyse, so wie 
es vorliegt, schon heute zur Sicherung der Diagnose sich wertvoll 
erweisen, sei es in klinisch zweifelhaften Fallen, sei es bei der 
Beurteilung des Auftretens von Rezidiven. Zu diesem Urteil kommt 
R. K. Felkel') auf Grund der Prifung vieler Hunderter von 
Fillen aus der Gynikologischen Klinik, von sicheren Carcinom- 
fillen, von Rezidivfallen und von Fallen beginnenden Carcinoms, 
bei welchen eine hohe Treffsicherheit, je nach der Lokalisation 
des Carcinoms zwischen 85 und 100°/, schwankend, beobachtet 
wird, Dem Chemiker erwichst daraus die Aufgabe, eine weiter- 
gehende Isolierang und Kennzeichnung des die Reaktion aus- 
lisenden Stoffes anzustreben; denn die Erkenntnis der Art der 
chemischen Verinderung im Serum bei Carcinom wird auch fir 
die Verbesserung in der Treffsicherheit der Analyse, wo sie noch 
erforderlich ist, entscheidend sein. 


Versuchsteil 


Von den zum Vergleiche der Treffsicherheit bei der Diagnose 
yon uns angewandten polarographischen Verfahren sind die auf 
die Priifung des urspriinglichen eiweiBhaltigen Serums beziiglichen 
bereits im einzelnen von R. Brditka?) beschrieben worden. Wir 
verglichen die Reaktion nach Denaturierung mit Lauge und 
Behandlung mit Jodacetat, in den nachfolgenden Tabellen als 
Methode 1 bezeichnet, mit den nach Laugedenaturierung unter 
Verwendung von 2 wertigem (Methode 2) und 3 wertigem Kobalt- 
Komplexsalz (Methode 3) auftretenden Ausschligen. Wie die in 
Tab. 1 und 2 zusammengestellten Ergebnisse belegen, findet man 
keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der Treffsicherheit 
bei diesen verschiedenen Varianten der Priifung des eiweiBhaltigen 
Serums; dies gilt auch, wie wir hier nicht eigens belegen, fiir die 
ebenfalls von Brditéka empfohlene Denaturierung bzw. Anspaltung 
des nativen Serums durch Pepsin. 


') Zbl. f. Gynik. 68, 647 (1989); vgl. ferner H. Griessmann, 
K. Kohler u. W. Séhnel, Chirurg 10, 609 (1938). 

*) Acta Intern. Verein. f. Krebsbekiimpfung 3, 18, und zwar S. 25 (1938). 
1* 


Ous- 
tiber 
ver- 
dung 
firfen 
oder 
der 
Jurch 
schen 
cebrt, 
n den 
lt in 
uchte 
erab- 
wird 
i der 
iBtem 
atlich 
tosen 
nicht 
beob- 
chsel- 
t das 
ieder- 
ent- 
des 
rums. 
weit- 
nzahl 
1d. bei 
| zwar 


elles 1-11, BEST COPY AVAILABLE 


Pages 4-15, Tabelle 


0 | 9gu | 98 0 - 0 * 
+ | | LT = > 0 | ru 91 
~ - 91 - 0 | + | or 
| | +++] OF |+++] 0 | aI 
s - 0 O at - - - Il 
= - 0 | IL - - 0 |ogu|: * * | OT 
- - 0 | sea “| or 0 0 | 6 
= - 0 | 6 - * ormedoynary | g 
= 0 | 8 0 ++] ++] 0 scum]: °° ° | 
- - * 9 - - 0 | cou 
~ 0 | (+) - (+) | * * gsomnon | 
A 0 | * ~punjog | T = 0 = O * * * punjog | I 
& 


T 


Erfahrungen zur polarographischen Krebsdiagnose 


= +++ pun ++ ‘+ $(°/, g1—6 Selqossny) 
= + £(°/,g siq Sepqossny) anesou = — | 

yyoru = 0 
sod = +++ pun ++ ‘+ Svpqossny) yor 
= (+) $(°/,% siq SBpqossny) ayesou = — (, 


‘eis 0 uw “ Gc 
= 0 UWI | 
| 

= O | 6h 
~ 0 | | | 9F 
— | +++] 0 | ° | SF 
- 0 0 | 69" 
(+) (+) 0 * | IP 
- 0 | | OF 

(+) 0 | 9gu 

pa bd 

= 


| 


( 


(; 


yyoru = {(°/, *Mzq GI—TT 
OI—8 Serqossny) = +++ pun ++ ‘+ £(°/, 


“sny) = (+) s1q Sefqossny) anedou = — (; 
++) ++] ++] 0 | 18 | | 11 
+ + 0 | OT 
(+) | (+) | (+4) 0 og | | 
++ + | 8 
++ | t+ | ++ (+) | 1G * * sqory | 9 
| ¢ 
- - 0 go g 
= = = 0 eg punjog | 
(punjog | 
1p 
JOA 
L 
ts ur G ss 
|: | SE 


++ + + SF “ IPI + + 0 oF M FL 
++ 14+ “ OFI +++ 0 | 29M] ° | 
- + +++ /+++] 0 | ray 
= + | * + sqaryuesun'y | 9st 0 0 69 
+++ + | ¢¢u “ = 0 | 89 
8 +++) + + | ecu AA | zu 19 
+++ + | ¢gu sqerquesun’] (+) |+++] 0 | Iga]: 99 
+++) + | st |+++] 0 | | ¢9 
+ | + + 0 | 9a] 39 
+ + + w “ 631 0 29 ul “ 09 
+++) 0 | + | sdory | 121 - | 0 
qovu | IOA & = punjog “IN qovu | IOA punjog “IN 


| 
| 
| 
| 
| 
| 
i | 
q 
| 
| 
| 


= = 0 | sgu N 
+ ++ | 0 | tou 
+++) +++] 0 | 
+++) 4+4++]0 | 
+++! +++]0 | orm (, 
Mo +++] 0 | oem (x 
8 +++/ +++] 0 
+++) 0 0 “ 
0 LIA “ “ 
j++{| ++ | 0 
+++) +++10 “ 
a2 +++] 0 [osm] “ | 
2 0 0g ul . “ “ 
ttt) +++] 0 | osojnyseqny, 
= = 0 
t++) +++] | shar} youu 
g ttt) +++] 0 | or youu 
+++] ++ 0 | (4 
| + “ 
+ 
E + | 


| 


+++) ++ + osu]: jdory 
++ | 0 + sqoryisnig 
+ 0 + | 9F | * 
(+) + | 094 ] zyI1g ‘sqory 
I8T JNV 
9LI 0 | srw 
= = | | M7, 
SLT 0 o 
ILI 0 | seu 
OLL 0 “ 
GOL +++) 0 0 | 
#91 = Oo 
- | — 0 | 
Lat (+) o | sz” qosraozyo 
-- 6y | - - (aosippy enqzomw) 
A 


|: 


(+) 0 + 18 = +++1 0 LI 
+ 0 + 98 +++] 0 ce cc: “ os 
+ o | 38 = 2 
+ + + LL = ++ | oF 
+ (+) | + GL - 6 
+ + ~ - | #8 | Yqonaqpuemyoneg | 9 
++ + + 9¢ 0 0 cg Se: “ “ 
+ + | + | Ieddnig ‘sosyeq 0 | . 
sep sqery | 69 a = 0 “ 
+ | 8% : L9 
a +t++/ 0 | + 99 Sungromoyug | 
= ++i] 0 ¢9 
+9 (youu | (10a | punjeg yy INT 
++ | + 39 
+ + + : 09 pun dead 
(+) | + * Lg 
++ sad + | 9¢ 0 0 | ssa * | 
++ |+++1 + | tet) ++ 0 | og | | 
+ ot 6g | [eddnig ‘sespey ++ + 0 | | | O6T 
(+) = + 8& | ° | = 0 | | get 
Pe 
qovu | punjeg ‘IN qovu | IOA = punjeg “IN 
> punjog avjog|* =| 


a 
| 
{ 
H 
{ 
| 
| 
4 a 


Erfahrungen zur polarographischen Krebsdiagnose 


++ 


tt 


++ 
++ 


+ 


~ 
~ 


+ 


+ 
b+ 


+ 
+ 


(, 


“ 


% 


sep sqory 


Sep sqory 


+ 


+ 
+1+o00 |o+0 


_— 


+ 


++ 


+4 


++ 
tt++ot4 


“ “ “ 


* * “[Ssep 
* apleqog sep sqory 
* eddymeyog sep sqory 


. “ ““ 


. 
* 


“ 


F44+111 CO 


+ 


—— 


‘ 


gatat, + + +4 
747 4 ++ 
IN De Hr o 
DRO CHAMH HO 
++ + + + 
+ +, 
| =) i 
+ + 
| 
= 
B 
> 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer, 


10 


-_ 
& 


3 


a 


| | | 
* + Sunqueg 
* 


punjog 


punjeg 


+ + + + 0 “ 0 LF M “ “ 9 
= = 0 |; punjeg euqoO | T 
> (,qovu | (104 & 8 punjog IN 
(,qovu | (,10A J punjog IN punjog = 
Joep 
9 
= = 0 wy] sep Sunpunzjyugq | 
0 | sg“ | gr + leben Le 6IL 


+ 
+ 
+ 
| 
| 
| 
| 
| 
OM 
| 
It 
| 
| 


11 


Erfahrungen zur polarographischen Krebsdiagnose 


WI sqory | 
++ |+4++4] + * aqQ we sqory | 9 
+++ 4+ | ¢ 
3 
(, youu | | Ss punjog “IN 


punjog 


Jop 


(,youu pun (,10A 


+ 
+ | ++ 
++ [+++ 
+++) +4 
(+) | ++ 
| ++ 
++ | (+) 
+ 
| 
++ 
(+) 


0 


L 211998] 
| 
sqorqueSeyy 
sqory 
“ 


ou 
- 


| 6 


+++ 


| 


\+ 


ARABS 


ut 
“ “ “ 
“ “ “ 
sepljuesny sep sqory 
“ 
vanqunfaos BUIOUIDIBO 
‘ “ 


Jou], 


(4 
(4. “ 

* 
“ 


Suanyqusg 


++ + 
- + 
+ 
+ + 
+ 
+ 
— 
++ 
— 
— ‘T: 
— 
0 
- 0 
++ 0 
0 
0 
++ 0 
0 
- 0 
0 
0 
- 0 
- 0 
- 0 
0 
0 
(+) 0 
oO 
= oO 

° 

oO 

Oo 


| | 
| 
| 
oo 
| 
Be ‘e 
‘ | 
| 
| 
| | 
S | | | 
+ 
o 
oom e 
| 
2 | 


3 
8 
(+) | ++] + 6 
+ + 0 | 04] | 9¢ - + + + | 8 


g 7, 2 91194 


| 
| 
| 
| 
| | 
| | 
| 
| 


18 


Erfahrungen zur polarographischen Krebsdiagnose 


++ 


(, 


* 
* 
* 


* 
* 
* 


+ 

woyresueddiy 


goneg ult 

sop sqo1y 
wt 
Jouny, 


“ 


wie 


98 Joqn GE—9z “Mzq GZ—gI Se[qos 

-sny) Anisod = +++ pun ++ ‘+ Selqossny) 
yoyseyy = (+) $(°/, OL Serqossny) Anedou = — 

"C/o OF “Mzq OZ—EI 

-sny) Ayisod = +++ pun ++ ‘+ {(°/, Seqossny) 
= (+) siq Seqossny) = — 
"g (; 
(, 


= = 0 | 694 i 
* O 8% 
Jap | 98 
-- | Gea]: | LT 
o 


+ i,t gt + + + + + +t 
THe TH+ + + + + + ++ ~ 
& 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer, 


14 


~ 
= 


0 * | 
0 T9 98 
0 6g gs 
= 0 FGM vE 
= 0 FG + + + | 
A 0 A “ Ig 
= 0 M “ 83 
(+) 0 LyM | 9% 
(+) 0 19M | * | 
= 0 og | 02 
0 | * | gt 
0 19 wi | 
0 83 ot 
0 * asouman | 6 
punjog | x 


(Sunzyosyoq) 


punjom = 


wd 


OT 
++ + 0 | | gezorg | LT 
+++) +++] + | | youn arpizay | 
+++) +++ ] + | Atprzoy | 
+++ 44+4+] 4+ [te 
Sp sqory | OF 
+ +] "1380p 8 
(+) - + | 09 | 
sqoly | 2 
+++ 14 0° ** 9 
+ | (+) | + 
| sop sqory ! 
+++) +++] + | Z 


Jop 
pun 


6 L 


| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
: | 
| 
| 
| 
| | 
| 
H 
a 


15 


Erfabrungen zur polarographischen Krebsdiagnose 


(0 . . 
13033 |. wx | | 62 (/o CZ—9T 
| gga | sop -sny) Agisod = +++ pun ++ ‘+ £(°/, Seiqossny) 
Seay | | | yousery = (+) Sepyossny) ayedou = — ( 
0 cpu | gazorg | 39 0 
«“ Le OT 1194" 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer, 


> 2, sae a & = Es 
+++ 0 1g | FET + + FE yop sqory | 
0 og | gt +++ + uw sqery | ZOr 
++ 0 6g | OST ++ + TOL 
- 0 OL | 6ZT + ul | OOT 
+++ 0 ? | 8ZT +++] + | 66 
= 0 0g | LZT i | | 96 
+++] 0 (4sisdag | 921 +++] + L6 
+++ 0 ul +++ + * | 
+ + + + QF w “ 06 
+++ + Zz Ul | +++ + sqo1ysnyqouoig | 68 
(+) * Youu ++ T¢ ul | LS 
+++ cg exoupy Joep | 9TT + + * Gg 
+++ * | +++ + g¢ UL | 
+ + | | TIL ate | | | 08 
punjog | | punjog | 
“tqosen punjog IN d “tyason punjog IN 


[I 


16 
| 

| 


fiebert. 


Ab 


“*) KFieberfrei. 


Fiebrig-. 


136 


” 


” 
in abdomine . 


. .. 
Krebs 


| 


ive 

108 
109 
110 


Erfahrungen zur polarographischen Krebsdiagnose 


Tabelle 11 (Fortsetzung) 


Geschl., 

Nr. Alter | histol. | Befund 
137 | Nierenentziindung....... m 42 0 (+) 
138 Nierenblutung. ........ m 38 0 ++ 
139 | Sackniere. .......... w 64 0 +++ 
142 Nierenbeckenentziindung. . . . w 46 0 ++ 
143 ‘ hi w 63 0 ++ 
144 | Blasen—Nierenbeckenentziindung m 28 0 +++ 
145 Blinddarmentziindung .... . w 42 0 ++ 
146 Diinn- und Dickdarmkatarrh. . w 26 0 = 
147 Blasenentziindung. ...... w 0 ++ 
148 Prostataentziindung ...... m 88 0 _ 


In einer groBen Anzahl von Fallen bedeutet jedoch die An- 
wendung enteiweiBten Serums eine wesentliche Verschirfung der 
Spezifitit (vgl. Tab. 3—7). Auch sind die zu beobachtenden Aus- 
schlige gréBer, besonders wenn man die der EnteiweiBung voran- 
gehende Denaturierung des Serums mit Lauge durch eine Hitze- 
denaturierung ersetzt (vgl. Tab. 8—11). Fiir die Priifung des 
enteiweiBten Serums, deren Arbeitsgang wir nachstehend be- 
schreiben, dient 3 wertiges Kobalt-Komplexsalz als Test. 

Analyse des enteiweiBten Serums nach Denaturierung mit 
Lauge (Methode 4). 

0,5 ecem des nach 2stiindiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatur 
vom Blutkuchen mittels der Zentrifuge abgetrennten Serums werden zur 
Denaturierung mit 1,0 cem Wasser und 0,25 cem n-KOH 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur belassen; das so denaturierte Serum wird hierauf durch Zusatz 
von 1,5 ecm 25°/, iger Sulfosalicylsiure gefillt und nach gutem Durch- 
schiitteln durch gehiirtetes Filtrierpapier filtriert. 0,5 ccm des klaren Filtrats, 
mit 5,0 cem der Kobalt-Testlésung vermischt, dienen alsdann zur Messung 
im Polarographen. Die verwendete Testlésung enthilt in 100 cem 10 ccm 
einer Lésung von 0,2675 g Kobalti-hexamminchlorid in 100 cem Wasser, 
ferner 10 cem n-Ammonchlorid und 20 cem n-Ammoniak. 

Analyse des enteiweiBten Serums nach Hitzedenaturierung 
(Methode 5), 


0,5 cem Serum, mit 1,0 cem Wasser verdiinnt, werden zur Denaturierung 
10 Minuten lang im kochenden Wasserbad belassen. Hierauf wird die Ent- 
eiweiBung mit 1,5 cem 25°/, iger Sulfosalicylsiure, wie oben beschrieben, 
vorgenommen und die polarographische Analyse mit 0,5 ccm des enteiweiBten 
Filtrats nach Zusatz von 5,0 cem der Kobalt-Testlésung durchgefiihrt. 

In den beigefiigten Figuren sind die gemessenen polaro- 
graphischen Ausschlige an Beispielen veranschaulicht. F ig. 1 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 261 2 


17 
+! | 
& 
oo 
aa 
Es 
| 
+44 
+444 
+++ 
BEER 


18 Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer, 


zeigt die Entwicklung der polarographischen Stufe im carcino. 
matésen Serum gegeniiber dem normalen unter der denaturierenden 


Fig. 1 
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Wirkung von Lauge, nach der EnteiweiBung gemessen; aus den 
Fig. 2 und 3 ist ebenso die Wirkung der Hitzedenaturierung 
verschiedener Dauer und bei verschiedener Temperatur zu ersehen. 
Fig. 4 und 5 endlich veranschaulichen an 3 Beispielen die mit 
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den urspriinglichen eiweiBhaltigen und mit den enteiweiBten 
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Tabelle 11 (Fortsetzung) 


i Geschl., | Ca-Bef. | Polar. 
Alter | histol. | Befund 
137 Nierenentziindung. ...... m 42 0 (+) 
138 m 38 0 ++ 
139 w 64 0 + + + 
140 w 25 0 +++ 
141 w 36 0 +++ 
142 Nierenbeckenentziindung. .. . w 46 0 ++ 
143 w 63 0 ++ 
144 m 28 0 +++ 
145 Blinddarmentziindung . ‘ w 42 0 ++ 
146 Diinn- und Dickdarmkatarrh . w 26 0 - 
147 Blasenentziindung. ...... Ww 0 ++ 
148 Prostataentziindung ...... m 38 0 _ 


In einer groBen Anzahl von Fallen bedeutet jedoch die An- 
wendung enteiweiBten Serums eine wesentliche Verschirfung der 
Spezifitit (vgl. Tab. 3—7). Auch sind die zu beobachtenden Aus- 
schlige griéBer, besonders wenn man die der EnteiweiBung voran- 
gehende Denaturierung des Serums mit Lauge durch eine Hitze- 
denaturierung ersetzt (vgl. Tab. 8—11). Fir die Priifung des 
enteiweiBten Serums, deren Arbeitsgang wir nachstehend be- 
schreiben, dient 3 wertiges Kobalt-Komplexsalz als Test. 

Analyse des enteiweiBten Serums nach Denaturierung mit 
Lauge (Methode 4). 

0,5 ccm des nach 2stiindiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatur 
vom Blutkuchen mittels der Zentrifuge abgetrennten Serums werden zur 
Denaturierung mit 1,0 cem Wasser und 0,25 ccm n-KQH 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur belassen; das so denaturierte Serum wird hierauf durch Zusatz 
von 1,5 eem 25°/, iger Sulfosalicylsiiure gefillt und nach gutem Durch- 
schiitteln durch gehirtetes Filtrierpapier filtriert. 0,5 cem des klaren Filtrats, 
mit 5,0 cem der Kobalt-Testlésung vermischt, dienen alsdann zur Messung 
im Polarographen. Die verwendete Testlésung enthilt in 100 cem 10 ecm 
einer Lésung von 0,2675 g Kobalti-hexamminchlorid in 100 cem Wasser, 
ferner 10 cem n-Ammonchlorid und 20 cem n-Ammoniak. 

Analyse des enteiweiBten Serums nach Hithetensierioriny 
(Methode 5). 

0,5 cem Serum, mit 1,0 cem Wasser verdiinnt, werden zur Denaturierung 
10 Minuten lang im kothenden Wasserbad belassen. Hierauf wird die Ent- 
eiweiBung mit 1,5 cem 25°/, iger Sulfosalicylsiiure, wie oben beschrieben, 
vorgenommen und die polarographische Analyse mit 0,5 cem des enteiwei8ten 
Filtrats nach Zusatz von 5,0 ccm der Kobalt-Testlésung durchgefiihrt. 

In den beigefiigten Figuren sind die gemessenen polaro- 
graphischen Ausschlige an Beispielen veranschaulicht. Fig. 1 
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zeigt die Entwicklung der polarographischen Stufe im carcino- 
matésen Serum gegeniiber dem normalen unter der denaturierenden 
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Fig. 3 
Hitzedenaturierung wechselnder Dauer (bei 100°) und polarographische Stufe 


I 


Wirkung von Lauge, nach der EnteiweiBung gemessen; aus den 
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| 
} 
i 
¢ : : 
Hitzed Fig. 2 
it a enaturierung (10 Min.) bei verschiedener Temperat 
graphische Stufe 
‘ 
Py 
| 
4 
a 


Erfahrungen zur polarographischen Krebsdiagnose 19 
ino- den urspriinglichen eiweiBhaltigen und mit den enteiweibten 
iden § Carcinomseren gegeniiber der Norm gemessenen Ausschlige. 

720 Mine 
n Ca 2) ~ 
4 4 
Polarographische Analyse nicht enteiweiBter Seren 
ws 
' 
| 
con)! Cad 
{ 
Stufe 
20 
Cah 
~ 
Fig. 5 
; Polarographische Analyse enteiweiBter Seren 
) Den Herren Vorstiinden und Assistenten der deutschen Kliniken in 
fe _ Prag sind wir fiir die Uberlassung des Materials und fiir ihre Mitarbeit 
_ 2u besonderem Danke verpfiichtet. 
is den : 
ierung 
sehen. | 
ie mit 


im 
> 
2 
ix 
Bis: 
= 
5 
Py 


20 


Aneurin und Blutphosphorverbindungen 
Von 
Gilberto G. Villela 
Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Instituto Oswaldo Cruz, physiolog.-chem. Abteilung, Rio de Janeiro, Brasilien) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juni 1939) 


Nach Lohmanns wichtiger Entdeckung der Zusammensetzung 
der Cocarboxylase sind die engen Verhiltnisse, die zwischen 
Vitamin B, (Aneurin, Thiamin) und den Pyrophosphaten bestehen, 
endgiiltig festgestellt worden. Einige Autoren haben bewiesen, daf 
bei B,-Avitaminose Stérungen des Phosphorstoffwechsels vor- 
handen sind [Schmitz und Hiraoka’), Fawns und Jung?)}. 
Auch wurde auf geringe Abweichung des Phospholipoid -Gehalts 
im Blut und in den Geweben bei dieser Mangelkrankheit hin- 
gewiesen Monaghan‘), Sure und Mitarbeiter’) da- 
gegen haben keine merkbaren Abinderungen der Phospholipoid- 
Konzentration in den Geweben an B,-Avitaminose leidender Tiere 
vorgefunden. Anderseits zeigten Bodnar und Karrell®), daB die 
Gewebe B-avitaminotischer T'auben imstande sind, intensiver zu 
phosphorylieren als die Normalen, wobei jedoch die Phosphatasen- 
Aktivitaét normal verbleibt. Kik und seine Mitarbeiter’) haben in 
ihren Enzym-Forschungen bei B-Avitaminose hohe Phosphatasen- 
werte in den Geweben und im Plasma erhalten. Wie aus dem 
Dargelegten zu ersehen ist, sind die Befunde des Phosphor- 
stoffwechsels noch widersprechend und wenig zuverlassig. 


Wir suchten zuvérderst festzustellen, ob das reindargestellte, 
synthetische, dem Organismus bis zur Sattigung zugefiihrte Aneurin”*) 
imstande ist, die Phosphorbestandteile des Blutes zu verindern. 
Die Versuche wurden mit normalen Kaninchen angestellt. Die 
jedem Kaninchen subcutan eingespritzte Aneurinmenge betrug in 
4 Tagen 14—16 mg. Die Hydrolysen-Kurven wurden bei 4 Tieren 


*) Fiir das uns zur Verfiigung gestellte reinsynthetische Aneurin 
der Firma Bayer vielen Dank. 
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aufgestellt und die Durchschnittswerte der gesamten léslichen 
Phosphorsaéure bei 8 Kaninchen berechnet. 


A 
A anorganisches P 
P P pyrophosphat 
BL hexosephosphat 
ME S Ges. séurelosliches P 
32 
30+ 
29 = 
2 
20+ 
© 5 5 
10} 
6K 
Fig. 1 Fig. 2 
Hydrolysen-Kurven siéureléslicher 
Phosphorverbindungen des Gesamt- akWonen, 
blutes, vor u. nach Aneurin-Zufuhr. vor- und nach Aneurin-Zufuhr. 
Methoden 


Die Bestimmung der Anteile des Blutphosphors wurde 
nach dem von Bomskov’) abgeinderten Lohmann und Jen- 
drassikschen Verfahren gemacht. Die Messungen wurden mit 
Pulfrich-Zeissschem Photometer nach Theorell ausgefiihrt®). 
Kin § 72-Filter und 10 oder 30 mm-Schalen wurden benutzt. Der 
Lipoid-Phosphor wurde im Alkohol—Ather-Extrakt nach vorher- 
gehendem Kindampfen und Veraschung durch Schwefel- und Sal- 
petersiure, wie beim Verfahren fiir siureléslichen Gesamtphosphor 
bestimmt. Alle Bestimmungen wurden unmittelbar nach der Blut- 
entnahme vermittelst intrakardialer Punktion im Oxalat-Gesamtblut 
gemacht. 

Die Abnahme der Pyrophosphate nach wiederholter Aneurin- 
Kinspritzung ist wahrscheinlich durch die Phosphorylierung des 
Aneurins und sein schnelles Fixiertwerden in den Geweben be- 
dingt. Schon Jansen?!) hatte beobachtet, daB das Aneurin nach 
intravenéser Einspritzung rasch aus dem Blute verschwindet, 
und Goudsmit und Westenbrink?!) haben festgestellt, daB die 
Pyrophosphate, die sich in diesem Falle bilden, in schitzbaren 
Mengen in den Organen und Geweben des injizierten Tieres vor- 
gefunden werden. 
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Wirkung des Aneurins ,,in vitro‘ 


Die Zunahme des siureléslichen Gesamtphosphors in Fallen 
von Aneurin-Sattigung hat uns vermuten lassen, dab man darin 
irgendwelche Einwirkung dieses Vitamins auf den Blutphosphor 
sehen kénnte. Zusatz von Aneurin zu Gesamtblut ,,in vitro“ hat 
in der Tat bewiesen, da8 der siurelésliche Phosphor stark ansteigt, 
wahrend der Lipoidphosphor absinkt (Fig. 3 und Tab, I). 


séurelistiches P 
Lipoid P 
| so} Saurelésliches Gesamtphosphat und Lipoidphosphor 
x des Blutes vor und nach 1 mg Aneurin-Zusatz zu 
3 ccm Meerschweinchen-Gesamtblut ,,in vitro“. 
| (Mittelwerte aus 5 Ansi&tzen.) 
Fig. 3 
Tabelle 
Werte in mg-°/, 
Sdurelésliches 
Gesamt-P Lipoid Pp 
1 mg Aneurin-Zusatz zu 5 cem Gesamtblut 43,7 | 19,6 


Auch die subcutane Aneurin - Einspritzung wirkt auf den 
Lipoid P, da ja der saurelésliche P erhéht wird. Eine Ein- 
spritzung von 10 mg Aneurin bei Kaninchen laBt nach 30 Minuten 
merkliche Verinderungen in diesen phosphorhaltigen Bestandteilen 
beobachten. Die Anderungen dauern nur kurze Zeit, sie sind 
nach 1 Stunde nicht mehr wahrnehmbar. Tab. II faBt unsere 


Ergebnisse zusammen. 
Tabelle II 
Veriinderungen des Lipoid- und siureléslichen P des Gesamtblutes 


nach subcutaner Einspritzung von 10 mg Aneurin bei Kaninchen 
Durchschnittswerte aus 4 Versuchen 


Vor 30 Minuten | Nach 30 Minuten Wesh 1 Stende 
Werte in mg-°/, Werte in mg-°/, 


Siureléslicher P 33,9 43,5 34,5 
Lipoid P. .. . 42,4 38,0 45,6 
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Die Aneurin-Wirkung scheint mittels einer Phosphatase 
der Blutkérperchen zustande zu kommen, da inaktiviertes Blut 
nicht dieselben Verainderungen zum Vorschein bringt. Weitere 
Forschungen in dieser Richtung sind in unserem Laboratorium 
schon im Gange. 

Die Phosphatase der roten Blutkérperchen, die ,,in vitro“ 
sowie ,,in vivo“ auf den Lipoid P einwirkt, da sie die Werte des 
siureléslichen P erhéht, muB in die von Roche, Folley und 
Kay'*) beschriebene Gruppe der Lecithinasen, Phosphoamidasen 
oder Phosphomonoesterasen eingereiht werden. Das Enzym-System 
kénnte vorliufig folgendermaBen niedergeschrieben werden: 

Aneurin 


Phosphatase 


Zusammenfassung 


Reindargestelltes synthetisches Aneurin wirkt ,,in vitro“ auf 
den Lipoid P des Gesamtblutes, indem es den Phosphor in 
Freiheit setzt, wie aus dem Anstieg des gesamten siureléslichen P 
zu ersehen ist. Diese Wirkung kann auch ,,in vivo“ festgestellt 
werden, und in diesem Fall ist die Wirkung eine schnell voriiber- 
gehende. Nach des Verfassers Annahme spielte das Aneurin eine 
Rolle in der Hydrolyse unter Beihilfe einer Blutkérperchen- 


Phosphatase. 
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Uber die roten Oxydationsprodukte der Tokopherole 


7. Mitteilung iiber Antisterilitatsfaktoren (Vitamin E) 


Von 
W. John und W. Emte 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium in Géttingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1938) 


Vor etwa 2 Jahren beschrieben wir zum erstenmal die Beob- 
achtung, daB Tokopherole beim Kochen mit Salpetersiure in 
alkoholischer Lésung eine intensiv rote Farbung ergeben!). Am 
Beispiel des 8-Tokopherols (Cumotokopherol) stellten wir fest, daB 
die Intensitat der dabei auftretenden Farbténung zur Erkennung 
der vorhandenen Tokopherolmengen gut geeignet ist. Inzwischen 
ist diese Reaktion unabhiingig von uns auch von Furter und 
Meyer?) beobachtet und zu einer quantitativen colorimetrischen 
Bestimmungsmethode des Vitamins EK ausgearbeitet worden. Kine 
gleichartige Rotfirbung begegnete uns dann, als wir die Toko- 
pherole mit Silbernitrat in die entsprechenden Chinone iiber- 
fiihrten*). Aus dem bei der Silbernitratoxydation zunichst sich 
bildenden «- baw. f-Tokopherylchinon entstehen bei weiterer Ein- 
wirkung des Oxydationsmittels stark rot gefarbte Produkte, die 
bei fortgesetzter Oxydation auch ibrerseits wieder weiter verandert 
werden. Bei der Auswertung der Farbintensitét der roten Oxy- 
dationsprodukte bei der Bestimmung des Vitamins K nach Furter 
und Meyer werden daher nicht nur die im Rattentest wirksamen 
Tokopherole selbst, sondern auch die unwirksamen Tokopheryl- 
chinone bestimmt; aus diesem Grunde liegen bei Anwesenheit von 
Tokopherylchinonen in den zu untersuchenden Olen die nach 
dieser Methode gefundenen Vitamin E-Gehalte hoéher als die bei 
einer biologischen Austestung erhaltenen Werte, worauf zuerst 
Emmerie und Engel‘) aufmerksam gemacht haben. 

Wir haben vor einiger Zeit begonnen, die Ursache dieser fiir 
die Tokopherole charakteristischen Farbreaktion zu studieren. Zu 
diesem Zweck haben wir zwei einfache Modellsubstanzen des 
a-Tokopherols, das 2,5, 7,8-Tetramethyl-6-oxy-chroman und 
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das 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-oxy-chroman mit Silbernitrat 
iiber die Stufe der entsprechenden Chinone hinweg oxydiert, und 
es ist uns leicht gelungen, die roten Stoffe in guter Ausbeute in 
krystallisierter Form zu fassen, die wir kurz nach ihren Schmelz- 
punkten als Chromanrot 141 (aus Tetramethyl-oxy-chroman) und 
Chromanrot 109 (aus Pentamethyl-oxy-chroman) bezeichnen 
wollen. Die analytische Zusammensetzung der beiden roten 
Koérper zeigte den iiberraschenden Befund, da8 sie ein Kohlen- 
stoffatom weniger besitzen als die Chinone, aus denen sie ent- 
standen sind. Inzwischen haben Karrer, Fritzsche und Escher®) 
unsere Ergebnisse nachgearbeitet und bestitigt und dariiber hinaus 
eine Formulierung des Reaktionsmechanismus vorgeschlagen, der 
mit unseren Befunden in gutem EKinklang steht. 

Im folgenden teilen wir einige weitere Beobachtungen mit 
iiber die Bildung der rotgefarbten Produkte aus «- und f-Toko- 
pherol, fiir die wir die kurze Bezeichnung «-Tokopherolrot bzw. 
3-Tokopherolrot vorschlagen, sowie iiber einige weitere krystlli- 
sierte Oxydationsprodukte aus Tetramethyl-oxy-chroman. 

Die Oxydation des «-Tokopherols mit Silbernitrat in siedendem 
Athanol fiihrt nach 100—120 Minuten zu einem Maximum der 
Rotfarbung. Die Durchfiihrung der Oxydation mit konzentrierter 
Salpeterséure in alkoholischer Lésung verliuft wesentlich rascher. 
Das entstandene «-'l'okopherolrot haben wir durch chromato- 
graphische Adsorption an Kieselsiure angereichert. Ein colori- 
metrischer Vergleich des bisher nur in Form eines Oles erhaltenen 
Produktes mit einer eingestellten Liésung des krystallisierten 
Chromanrotes 141 laBt auf einen Gehalt von 80°/, «-Tokopherolrot 
schlieBen, unter der Annahme, daf die molare Farbintensitat fiir 
é-Tokopherolrot und Chromanrot 141 die gleiche ist. Die Gleich- 
artigkeit des spektralen Verhaltens wie auch der chemischen 
Kigenschaften beider Stoffe rechtfertigt diese Annahme. Das 
«-Tokopherolrot besitzt ein UV.-Absorptionsmaximum bei 270 mu 
(¢ = 6800), im sichtbaren Gebiet liegt unterhalb 550 mu eine 
breite Endabsorption, die ein wenig ausgeprigtes Maximum bei 
etwa 460 my besitzt?), 

Gegeniiber Reduktionsmitteln verhalt sich das «-Tokopherolrot 
wie ein Chinon. Es nimmt bei der Hydrierung mit Palladium— 
Mohr etwa 2 Atome Wasserstoff auf unter vollstindiger Entfarbung. 
Die rote Farbe tritt beim Schiitteln an Luft langsam wieder auf, 
schneller bei Zusatz von Oxydationsmitteln. Bei der reduzierenden 
Acetylierung des a-Tokopherolrotes entsteht ein farbloses Diacetat, 
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dessen UV.-Absorptionsmaximum bei 278 my liegt. Das «-Toko- 
pherolrot besitzt nach Zerewitinoff keinen aktiven Wasserstoff; 
das dritte Sauerstoffatom scheint Atherartig gebunden zu sein. 
Das a-Tokopherolrot ist bestindig gegen Siure, wird dagegen von 
Laugen angegriffen. In atherischer Lésung wird die rote Farbe 
von Natronlauge langsam zerstért, in alkoholischer Lésung bringt 
Natronlauge die rote Farbe momentan zum Verschwinden, selbst 
Natriumbicarbonat bleibt nicht ganz ohne Einwirkung. Blau- 
violett gefarbte Natriumsalze, wie wir sie als Derivate des Chroman- 
rotes 141 beobachtet haben, konnten wir bei den Tokopherolen 
nicht feststellen, offenbar verhindert die hydrophobe Seitenkette 
der Tokopherole eine Salzbildung. 

Die Formulierung der Entstehungsweise des «-l'okopherol- 
rotes aus a-Tokopherol durch die Formeln I—IV kann sich nur 
zum Teil auf die beschriebenen Versuche stiitzen, da es uns bisher 
nicht gelungen ist, das @-Tokopherolrot oder Derivate desselben 
in krystallisierter Form zu erhalten. Die véllig gleichartige 
Entstehungsweise und die Ubereinstimmung in den chemischen 
Eigenschaften berechtigen indessen zu der Annahme, daB die 
Konstitution des a-Tokopherolrotes und des Chromanrotes 141 
mit Ausnahme der Seitenkette die gleiche ist. Wir iibertragen 
daher die durch unsere Versuche gut gestiitzte Formulierung der 
Bildung des Chromanrotes 141 (IX—XII) auch auf das «-Toko- 
pherolrot, wie wir es in den Formeln III und IV zum Ausdruck 


gebracht haben. 
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Nicht geniigend begriindet durch die Formulierung IV scheint 
die intensiv rote Farbe des «-T'okopherolrotes zu sein, auch die 
Héhe des UV.-Absorptionsmaximums ist wesentlich geringer als 
es fiir ein Chinon zu erwarten gewesen wire. Wir haben daher 
eine Mol.-Gew.-Bestimmung unseres nicht vdéllig reinen «-Toko- 
pherolrotes durchzufiihren versucht. Die gefundenen Werte zeigen 
indessen eindeutig, daB eine Verdoppelung des Molekiils IV an- 
genommen werden muB, in der gleichen Weise wie wir es im 
Falle des Chromanrot 141 noch erértern werden. 

8-Tokopherol verhalt sich bei der Oxydation mit Silbernitrat 
oder Salpetersiure in siedendem Athanol dem «-T'okopherol sehr 
ihnlich. Kinen colorimetrischen Vergleich des f-Tokopherolrotes 
mit dem Chromanrot 141 haben wir nicht durchgefiihrt, da die 
andersartige Substitution im chromophoren System des (-Toko- 
pherolrotes nicht erlaubt, Schliisse aus einem solchen Vergleich zu 
ziehen. In seinen chemischen Kigenschaften gegeniiber Reduktions- 
mitteln gleicht das f-Tokopherolrot véllig dem «-Tokopherolrot. 
Weitere Versuche blieben uns leider durch die geringen uns zur 
Verfiigung stehenden Substanzmengen versagt. Es liegt kein 
ersichtlicher Grund vor, den Ubergang des /- -Tokopherols in das 
8-Tokopherolrot (V—VIII) nicht in derselben Weise wie beim 
e-Tokopherol zu formulieren. 

Die weitere Beibringung von Unterlagen fiir eine solche Formu- 
lierung durch Vergleich mit analog substituierten synthetischen 
Modellen bleibt indessen wiinschenswert und wird von uns auch be- 


arbeitet. CH, 
| CH, 
“Nc, CH, CH, 
8-Tokopherol (V) —> | | HO | _OH, 
_CH 
O OH, VI 
| VII 
CH 
oH CH, CH, 
| | | 
O ~CH, 
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Von besonderem Interesse diirfte es sein, die beschriebene 
Bildung der roten Stoffe am y-Tokopherol zu studieren. Da nach 
den Versuchen von Todd und Mitarbeiter*) die Méglichkeit be- 
steht, daB y-Tokopherol in der 5-Stellung des Chromanringsystems 
keine Methylgruppe besitzt, kann diese Reaktion vielleicht zur 
Lésung des Konstitutionsproblems des y-Tokopherols beitragen. 

Erwahnenswert bleibt eine weitere Beobachtung, deren Studium 
fortgesetzt werden soll. Ein @-T'okopherol- wie auch ein #-Toko- 
pherol-Praparat, das wir etwas iiber ein Jahr in reinem Athanol 
aufbewahrt hatten, schied sich allmahlich aus dem Lésungsmittel 
aus und war schwerléslich in Alkohol geworden. Das ausgeschiedene 
Ol gibt mit Silbernitrat oder Salpetersiure keine Rotfarbung mehr. 
Das UV.-Absorptionsspektrum zeigt jedoch keine Veranderung. 

Eine Reihe von Eigenschaften der roten Stoffe haben wir 
am Modell des Chromanrotes 141 studiert, da dieses durch 
Oxydation des Tetramethyl-oxy-chromans mit Silbernitrat oder 
Salpetersiure bequem zuginglich ist und sich auch leicht in 
krystallisierte Derivate iiberfiihren lait. Um den Nachweis zu 
fiihren, daB fiir die Oxydation zum Chromanrot das Nitration und 
nicht etwa das Silberion verantwortlich zu machen ist, haben wir 
Silberacetat zur Oxydation verwendet und festgestellt, daB dieses 
das Tetramethyl-oxy-chroman nur bis zur Stufe des Chinons 
oxydiert ohne jede Rotfairbung, es eignet sich daher vorziiglich 
zur praparativen Darstellung des Chinons 79% Aber auch andere 
oxydierend wirkende Anionen sind zur Bildung der roten Stoffe 
befahigt. Silbersulfat sowie Schwefelsiiure oxydieren zu roten 
Produkten, ebenso Ferrichlorid, wie wir schon friiher beobachtet 
haben. 

An der Bildung der roten Stoffe ist die Hydroxylgruppe in 
der Seitenkette des Chinons X mafgeblich beteiligt. Fehlt diese 
Hydroxylgruppe wie im Ketochinon XV oder im #-Trimethyl- 
benzochinon-propionsaure-athylester XVI, so tritt mit Silbernitrat 
oder Salpetersiiure unter denselben Bedingungen keine Oxydation 
zu roten Stoffen ein. Der Zusatz eines sekundaren oder tertiiiren 
Alkohols zur aithylalkoholischen Salpetersiure bei einem Versuch 
zur Oxydation der beiden Stoffe XV und XVI kann die hydroxyl- 
haltige Seitenkette nicht ersetzen, es tritt keine Rotfirbung ein. 
Es ist daher anzunehmen, da8 die Hydroxylgruppe der Seiten- 
kette sich an das Chinonsystem anlagert, am wahrscheinlichsten 
im Sinne einer Formulierung XI, wobei die Ausbildung eines 
Oxydringes fiir die Reaktion von Bedeutung sein muf. Wir beab- 
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sichtigen daher auch die Priifung der Frage, ob eine dem Chinon- 
system nidherstehende oder weiterentfernte Hydroxylgruppe eben- 
falls zur Bildung von roten Produkten befihigt ist. Als Anlagerungs- 
stelle des Oxydringes an das Chinonsystem kommt in erster Linie 
die 5-Stellung in Betracht, da nur so die Bildung eines 6-Ringes 
méglich ist. Die im Chromanrot fehlende Methylgruppe ist damit 
wahrscheinlich die 5-stiindige Methylgruppe des urspriinglichen 
Chromanringes, deren leichte Abspaltbarkeit unter Riickbildung 
des chinoiden Systems verstindlich ist. Die Bildung von roten 
Produkten aus 2,2-Di-dodecyl-5,7,8-trimethyl-6-oxy-chroman’) wie 
auch aus 5,7,8-Trimethyl-6-oxy-chroman °) beweist ferner, daB eine 
Methylgruppe der Seitenkette nicht an der Bildung der roten 
Produkte beteiligt sein kann. 


CH, CH, O 
HO | CH, O | CH, H.C | CH, 
HOW 
bu, bu, 
IX x * XI 
CH, 
CH ob 
hie 
XII | XIV XV 
H,c-0c-0 CH, 
LC CH, O | CH,—CH,-— COOC,H, 
ka 
XI CH, XVI 


Das Chromanrot 141 (XII) ist seinen Eigenschaften nach ein 
Chinon, Es nimmt katalytisch leicht 2 Atome Wasserstoff auf, 
das entstandene Hydrierungsprodukt geht beim Schiitteln an Luft, 
schneller bei Zusatz von Oxydationsmitteln, wieder in das Chinon 
iiber. Bei der reduzierenden Acetylierung geht das Chromanrot 
in ein krystallisiertes Diacetat XIII iiber, dessen UV.-Spektrum 
ein Maximum bei 282 my besitzt. Das Chromanrot 141 zeigt 
nach Zerewitinoff keinen aktiven Wasserstoff, was schon Karrer 


a 
ae 
| 
| 
f 
5 
A 
2 
aw 
3 
3 
is 
4 


80 W. John und W. Emte, 


und Mitarbeiter zur Annahme eines Oxydringes gefiihrt hat, ebenso 
verhalt sich das Diacetat. Beweisend fiir das Vorliegen eines 
Oxydringes ist das Verhalten des Chromanrotes gegen Alkali. 
Schiittelt man eine itherische Liésung des Chromanrotes einige 
Minuten mit 2 n-Natronlauge, so geht es mit intensiv rotvioletter 
Farbe unter Ringsprengung als Natriumsalz in die waBrige Phase. 
Die alkalische Liésung wird beim Ansiiuern zunichst gelb, dann 
langsam rétlich und ein Teil des Chromanrotes 141 liBt sich 
zuriickgewinnen. Mit Natriumbicarbonat gibt das Chromanrot 
keine Violettfarbung wie das bei dem weiter unten zu beschreiben- 
den freien Oxychinon XIV der Fall ist. In alkoholischer Lésung 
wird das Chromanrot durch Natronlauge momentan entfirbt, ohne 
jede Violettfairbung. 

Die auf Grund unserer Beobachtungen angegebene Formu- 
lierung des Chromanrotes 141 steht im EKinklang mit der von 
Karrer und Mitarbeitern®) vorgeschlagenen Formulierung. Wie 
die Schweizer Autoren sind auch wir der Ansicht, daB die intensiv 
rote Farbe des Chromanrotes 141 durch die Formel XII nicht 
geniigend erklart wird, da bekannte ihnlich substituierte Oxy- 
chinone nur gelbrot gefirbt sind und eine Vertiefung der Farbe 
durch das Vorliegen des Oxydringes wenig wahrscheinlich ist. 
Wir haben daher Molekulargewichtsbestimmungen des Chroman- 
rotes 141 durchgefiihrt, die auf etwa das Doppelte der einfachen 
Bruttoformel C,,H,,0, schlieBen lassen. Das Molekulargewicht 
des aus Chromanrot bereiteten Diacetates dagegen entspricht der 
mono-molekularen Formel C,,H,,O,;. Einen weiteren Hinweis, dab 
eine mono-molekulare Formulierung des Chromanrotes nicht den 
wirklichen Verhiltnissen entspricht, gibt ein Vergleich des UV.- 
Spektrums des Chromanrotes 141 mit den Spektren ‘Ahnlicher 
Chinone. Das Maximum des Chromanrotes liegt bei ungefihr 
derselben Wellenlinge, wie die Maxima gleichartig substituierter 
Chinone, seine Hohe ist jedoch nur etwa 3/, der fiir ein Chinon 
zu erwartenden Hohe. 

Als Nebenprodukt bei der Darstellung des Chromanrotes 141 
haben wir einen krystallisierten gelbroten Stoff der Formel C,,H,,0, 
erhalten, der auch bei der weiteren Oxydation des Chromanrotes 
entsteht. Das Charakteristikum des Stoffes C,,H,,O, ist die intensiv 
rotviolette Farbe, mit der er sich in Alkalien wie auch schon in 
wiiBrigem Natriumbicarbonat auflést; beim Ansiuern schligt die 
Farbe wieder nach Gelb um. Diesem Verhalten nach ist der 
neue Stoff ein Oxychinon mit freier Hydroxylgruppe. Da die 
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Bruttoformel den weiteren Verlust eines Kohlenstoffatomes und 
gleichzeitig den Hintritt eines Sauerstoffatomes anzeigt, muB 
angenommen werden, daB weiterhin eine Methylgruppe im Molekiil 
des Chromanrots abgespalten und durch eine Hydroxylgruppe 
ersetzt worden ist. Als solche kommt in erster Linie die Methyl- 
gruppe in der 7-Stellung des urspriinglichen Chromans in Frage, 
denn ein Ersatz der 8 stiindigen Methylgruppe durch eine Hydr- 
oxylgruppe hatte die Weiteroxydation zu einem Dichinon zur 
Folge haben miissen. Daher schlagen wir fiir den Stoff C,,H,,0, 
die Formel XIV vor. Sein UV.-Absorptionsmaximum bei 293 mu 
ist typisch fiir Chinone. Dem entspricht auch sein chemisches 
Verhalten. Bei der Reduktion mit Wasserstoff verschwindet die 
gelbe Farbe, bei der reduzierenden Acetylierung entsteht ein 
farbloses krystallisiertes Acetat, das aber iberraschenderweise 
uur 2 Acetylgruppen besitzt, wofiir wir noch keine Erklarung haben. 

Kin weiteres Oxydationsprodukt erhilt man, wenn man die 
Oxydation des Tetramethyl-oxy-chromans mit Salpetersiure solange 
fortsetzt, bis die Rotfairbung vdéllig verschwunden ist und einer 
rein gelben Farbe Platz gemacht hat. Nach seiner Bruttoformel 
C,,H,,0, ist der gelbe Stoff dem Chromanrot 141 isomer. Uber 
seine Konstitution kénnen wir noch nichts aussagen, da die geringe 
Ausbeute eine nihere Untersuchung bisher nicht ermdglicht hat. 

Zu Vergleichszwecken haben wir einige der beschriebenen 
Versuche auch am Chromanrot 109 aus Pentamethyl-oxy-chroman 
durchgefiihrt. Es verhilt sich in allen Kigenschaften analog dem 
Chromanrot 141, so daB ihm die Formel XVII und seinem Di- 
acetat die Formel XVIII zuzuerteilen ist. 


HC-00-0 
—CH, | —CH, 
H,C~ I én, H,C~ S~ on, 


XVII H,C-OC-O 


Beschreibung der Versuche 


a-Tokopherolrot. 430 mg «-Tokopherol werden in 20 ccm reinem 
Athanol mit 2,0 g Silbernitrat auf dem Wasserbad zum langsamen Sieden 
erhitzt. Bei der Oxydation entwickeln sich gasfoérmige Reaktionsprodukte, 
die wir iiber 50°/,iger Kalilauge aufgefangen haben. Wir hofften, aus diesen 
Gasen Anhaltspunkte fiir die Art der Aspaltung des in den roten Oxy- 
dationsprodukten fehlenden Kohlenstoffatoms zu erhalten. Die Untersuchung 
des erhaltenen Gases zeigte jedoch, daB es sich nicht um ein einheitliches 
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Reaktionsprodukt handeln kann. Wir haben Kohlenoxyd nachgewiesen, 
ferner Produkte, die bei der Verbrennung mit Sauerstoff Wasser bilden, 
und Stickstoff, der durch Reduktion des Nitration entstanden sein diirfte. 
Da wir nur etwa 10 bis héchstens 15 ccm des Gasgemisches erhielten, 
haben wir auf eine genauere Analyse verzichtet. Nach 120 Minuten haben 
wir die Oxydation abgebrochen. Die erhaltene Lésung von a-Tokopherolrot 
wird mit Wasser verdiinnt, mit Ather extrahiert und aus Benzol an Kiesel- 
siiure chromatographiert. Es bildet sich ein schwach gelber Vorlauf, eine 
intensiv rote Zone und dariiber eine fester adsorbierte gelbe Schicht. Das 
«-Chromanrot kann mit viel Benzol ins Filtrat gewaschen werden oder aus 
der herausgenommenen roten Zone mit Chloroform eluiert werden. Der 
colorimetrische Vergleich mit einer eingestellten Chromanrot 141-Lésung 
li8t nach 2maligem Chromatographieren auf einen a-Tokopherolrotgehalt 
von 80°/, schlieBen. Dieses angereicherte «-Tokopherolrot wurde zu den 
folgenden Versuchen verwendet. Das UV.-Spektrum der 6ligen Substanz 
zeigt ein Maximum bei 270 mu, 6 = 6800, berechnet fiir C,,H,,0,, das wir 
dem «-Tokopherolrot zuschreiben, daneben ein Maximum bei 260 my, das 
von kleinen Beimengungen des sehr viel stirker absorbierenden «-Toko- 
pherylchinons herrihren diirfte; aus diesem Grunde liegt der angegebene 
s-Wert fiir «-Tokopherolrot wahrscheinlich etwas zu hoch. 

Reduktion mit Palladium—Wasserstoff: 80 mg a-Tokopherolrot nehmen 
in '/, Stunde unter Entfiirbung 5 ccm Wasserstoff auf. 

Mol.- Gew.- Bestimmung in Campher: 0,315, 0,282 mg Subst. in 14,2, 
20,2 mg Campher. — 47’ = 1,15°, 0,70° Mol.-Gew. = 772, 798. 

Reduzierende Acetylierung des «-Tokopherolrotes. 100 mg «-Toko- 
pherolrot werden mit 5 cem Essigsiiureanhydrid, 0,3 g Zinkstaub und 0,3 g 
wasserfreiem Natriumacetat '/, Stunde am RiickfluB zum Sieden erhitzt. 
Das nur élig erhaltene farblose Diacetat zeigt ein UV.-Absorptionsmaximum 
bei 278 mu, ¢ = 1800, Minimum 254 mu, « = 650 berechnet fiir C,.H,.0.. 
Zum Vergleich seien auch die Werte fiir das «-Tokopherylhydrochinon- 
triacetat vom Schmelzp. 75° angegeben. Maximum 265 mu, ¢ = 400; Mini- 


mum 249 mu, 6 = 160. 


Acetylbestimmung: 3,872 mg Subst.: 1,32 cem n/100-NaOH. 
1,76 Mol CH,CO—O— fir C,,H;,0,. 

6-Tokopherolrot. 250 mg $-Tokopherol werden in 10cem Athanol 
gelést und mit 1 g Silbernitrat auf dem Wasserbad zum langsamen Sieden 
erhitzt. Nach 120 Minuten wird die Oxydation abgebrochen, in dieser Zeit 
haben wir 7 cem Gase iiber 50°/,iger Kalilauge aufgefangen. 

Die Gewinnung des gereinigten /-Tokopherolrotes geschieht in der 
gleichen Weise wie beim o-Tokopherolrot. 

Mol.-Gew.-Bestimmung in Campher: 0,322 mg Subst. in 12,8mg Campher. 
AT = 1,40°, Mol.-Gew. = 719. 

Chromanrot 141. Die priiparative Darstellung des Chromanrots 141 
fiihren wir jetzt folgendermafen durch: 1 g Tetramethyl-oxy-chroman werden 
in 25 cem reinem Methanol gelést und mit 3 cem Salpetersiiure 25 Minuten 
auf dem Wasserbad in leichtem Sieden gehalten, dann wird mit Wasser 
verdiinnt und der rote Stoff mit Chloroform, in dem er sich sehr viel leichter 
als in Ather lést, ausgezogen. Man wiischt die Chloroformlésung 2mal mit 
Wasser und 3mal mit Bicarbonatlésung aus. In die Bicarbonatlésung geht 
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ein intensiv violettrot gefirbter Stoff, bei lingerem Waschen mit Bicarbonat- 
lésung zersetzen sich auch Teile des roten Stoffes. Die rote Lésung wird von 
Chloroform befreit und der Riickstand aus Aceton umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 141°. Aus der Bicarbonatlésung gewinnt man einen rétlich gelben 
Stoff vom Schmelzp. 145°, der weiter unten beschrieben werden soll. 


Mol.-Gew.-Bestimmung des Chromanrotes 141 in Campher: 0,283, 
0,183 mg Subst. in 18,5, 17,6 mg Campher. — 47' = 1,40°, 0,90°, Mol.- 
Gew. = 435, 461. 


Es ist jedoch nétig zu betonen, daB Chromanrot bei der Temperatur 
des schmelzenden Camphers nicht vollig stabil ist. Ein Versuch, die Be- 
stimmung in Tetrabrommethan durchzufiihren, ergab ihnliche aber nicht 
zuverlissigere Werte, da beim Erstarren der Schmelze teilweise Entmischung 
eintritt. 

UV.-Absorptionsspektrum des Chromanrotes 141: 


Maximum bei 272 mu « = 5200 


Minimum bei 260 mu « = 4700 


Die ganze Absorptionsbande ist sehr in die Breite gezogen und das 
Minimum sehr wenig ausgepriigt. 


200 mg Chromanrot 141 nehmen beim Schiitteln mit Wasserstoff und 
Palladium 35 cem (23°, 750 mm) Wasserstoff auf, entsprechend 1,3 Mol be- 
rechnet fiir C,,H,,Os. 


200 mg Chromanrot 141 werden in Eisessig mit wenig Zinkstaub ge- 
schiittelt, die Farbe verschwindet sofort. Nach dem Abfiltrieren des Zinks 
und Stehenlassen an Luft erscheint die rote Farbe langsam wieder, schneller 
bei Zusatz von etwas Silbernitrat. Das Chromanrot 141 laBt sich zuriick- 
gewinnen. 


Verhalten des Chromanrotes 141 gegen Alkali. Versetzt man eine 
alkoholische Lésung von Chromanrot 141 mit verdiinnter Natronlauge, so 
verschwindet die rote Farbe augenblicklich und macht einer hellgelben 
Farbe Platz. Schiittelt man eine iitherische Lésung von 0,5 g Chromanrot 141 
in 50 cem Ather mit 2 n-Natronlauge, so firbt sich die Lauge nach einigem 
Schiitteln langsam violettrot. Durch wiederholtes Ausschiitteln mit neuer 
Lauge kann man die violette Farbe véllig aus dem Ather ausziehen, die 
itherische Lésung bleibt schwach gelb gefirbt zuriick. Die vereinigten 
Laugenausziige werden mit verdiinnter Salzsiiure angesiuert, wobei die 
violettrote Farbe in gelb umschligt und langsam rétlich wird. Durch Aus- 
schiitteln mit Ather oder Chloroform kann man Chromanrot zuriickgewinnen. 


Reduzierende Acetylierung des Chromanrotes 141. 200mg Chroman- 
rot 141 werden mit 10 ccm Essigsiureanhydrid, 0,5 g Zinkstaub und 
0,5 g wasserfreiem Natriumacetat '/, Stunde am Riickflu8 zum Sieden erhitzt. 
Man erhalt nach der iiblichen Aufarbeitung 210 mg farblose Krystalle, die 
nach dem Umkrystallisieren aus Ather—Petroliither bei 82° schmelzen. 


5,183 mg Subst.: 12,505 mg CO,, 3,280 mg H,0. 
Ber. C 65,75 H6,85 Gef. C 65,93 H 7,03. 


UV.-Absorptionsspektrum: Maximum 282 mu « = 2100 
Minimum 254 mu 230. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 261 3 


x 


| 
= 
q 
4 
3 
: 
a 
3 


84  W.John und W. Emte, Rote Oxydationsprodukte der Tokopherole 


Mol.-Gew.-Bestimmung in Campher: 0,228 mg Subst. in 16,9 mg Campher, 
AT = 1,88°, Mol.-Gew. = 257. Ber. 292. 

Reduzierende Acetylierung des Chromanrotes 109. 200 g Chroman- 
rot 109 werden wie im vorhergehenden Versuch reduzierend acetyliert. 
Man erhilt 200 mg farbloser Krystalle vom Schmelzp. 91°. 


5,183 mg Subst.: 12,720 mg CO,, 3,430 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 66,67 H7,19 Gef. C 66,93 H 7,35. 


Oxychinon C,,H,,0,. Die bei der Oxydation des Tetramethyl-oxy- 
chromans erhaltenen rotvioletten Ausziige mit Natriumbicarbonat werden 
sauer gemacht und mehrfach mit Ather extrahiert. Man erhiilt gelbrote 
Nadeln, die aus Ather umkrystallisiert werden, vom Schmelzp. 145° Den- 
selben Stoff erhilt man aus dem Chromanrot 141 bei weiterer Oxydation. 


3,182 mg Subst.: 7,380 mg CO,, 1,600 mg H,0. 
C,,H,.0, Ber. C6348 H5,81 Gef. C 63,18 5,63, 


UV.-Absorptionsspektrum: Maximum 294 mu ¢ = 22400 
Minimum 250mu é«= 1400. 


Reduzierende Acetylierung. 20mg Oxychinon C,,H,,0O, werden 
mit 4cem Essigsiureanhydrid, 0,2 g Natriumacetat und 0,2 g Zinkstaub 
30 Minuten gekocht. Man erhilt farblose Krystalle vom Schmelzp. 116°. 


4,982 mg Subst.: 11,125 mg CO,, 2,910 mg H,0. 
C,;H,,0, Ber. C 61,23 H6,13  Gef. C 60,90 H 6,49. 


UV.-Absorptionsspektrum: Maximum 280 mu «= 630 
Minimum 254 mu e = 230. 


Gelbes Uberoxydationsprodukt. 500 mg Tetramethyl-oxy-chroman 
werden in 20 ccm Methanol mit 5ccem Salpetersiiure (d = 142) auf dem 
Wasserbad erhitzt. Nach 2 Stunden verdiinnt man mit Wasser, extrahiert 
mit Ather und erhalt daraus ein gelbes Krystallisat, das nach dem Um- 
krystallisieren aus Ather-Petroliather bei 129° schmilzt. 


5,224 mg Subst.: 13,300 mg CO,, 3,210 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 69,87 H684 Gef. C 69,44 H 6,87. 
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Uber den Mechanismus der Indoxylentstehung in vivo 
aus gewissen 0-Nitrophenylabkémmlingen 
Von 


F. Bohm 


(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstéitte der Allgemeinen Pensionsanstalt 
in Neu-Schmecks, Slowakei) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1939) 


Da es bei der Entstehung des Indolringes sich um eine inter- 
essante, noch ungekliarte synthetische Fahigkeit des Organismus 
handelt, will ich hier versuchen, das kritisch zu sichten, was 
durch andere Autoren und eigene Untersuchungen iiber diesen 
Mechanismus bekannt wurde. Die Entstehung des Indolkernes im 
Organismus aus aromatischen Verbindungen ist ein seltener Vorgang. 
Schon Hoppe-Seyler’) war die o-Nitrophenylpropiolsaure als Indol- 
bildner bekannt; weiterhin lediglich die von Raper?) gefundene 
Reaktion, bei der aus Dioxytyrosin unter Tyrosinasewirkung Ab- 
kémmlinge des 5,6-Dioxyindols entstehen. Die von Green und 
Richter*) beschriebene Indolringentstehung durch Oxydation von 
Adrenalin, wobei N-Methy]-2, 3-dihydro-3-hydroxyindol-5, 6-chinon 
entsteht, wurde lediglich in vitro beobachtet. Durch eigene Unter- 
suchungen konnte aufgezeigt werden, daf in vivo auch aus o-Nitro- 
acetophenon‘), o-Nitrophenylacetylen®) und o-Nitrostyrol und 
o-Nitrocinnamylameisensiure ®) Indoxyl entsteht. 

Da die o-Nitrophenylpropiolsiure ein sehr starker Indoxy]l- 
bildner ist, war zu erwarten, daB der o-Nitrophenylpropiolsdure- 
ithylester im Tierversuch ebenfalls Indoxyl gibt. Dem ist auch 
tatsichlich so, nur ist die Indoxylausscheidung um ein erheb- 
liches geringer als nach der Verabreichung der entsprechenden 
freien Saure. 

In allen besprochenen Versuchen wurden Kaninchen beniitzt, 
die 2 Wochen vor dem Versuch mit 400 g Kraut ernahrt wurden. 
Die Indicanausscheidung wurde auf Grund der Rose-Extonreaktion *) 
photometrisch bestimmt, kann aber natiirlich auch auf Grund der 


_ Obermeyerschen Reaktion bestimmt werden. Die Substanz kam 


in 2cem Athylacetat gelést in Verwendung. 
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Tabelle I 
Indican- Belastet mit Nitro- Indican- Mehr- 
Nr.| ausscheidung | phenylpropiolsiiure- | ausscheidung | ausscheidung 
proTaginmg | 4thylester in mg pro Tag in mg in mg 
1 6,0 214,6 22,9 16,9 
2 6,45 400,3 25 18,55 
3 3,92 565 16,80 12,98 
4 7,2 503,8 22,6 15,4 
5 6,23 704 26,3 20,09 


Die nach 24 und 48 Stunden ausgeschiedenen Urine wurden wie 
iiblich behandelt: Mit 5n-Schwefelsiiure kongosauer gemacht und 30 Stunden 
im Schottschen Perforator mit Ather extrahiert. Danach wurde der Ather 
abdestilliert, der Riickstand mit Wasserdampf behandelt, mit Tierkohle ge- 
kocht und zum Krystallisieren gebracht. Aus den im besprochenen Versuch 
ausgeschiedenen Urinen konnten so 0,12 g o-Nitrobenzoesiure isoliert werden 


(Schmelzp. 147°). 

Es wurde nunmehr untersucht, ob nach Verabreichung der 
Nitrophenylpropiolsiure neben Indoxyl ebenfalls Nitrobenzoesiure 
ausgeschieden wird. Dabei bekamen Kaninchen per os mittels 
Sonde je 1g des Stoffes in Aquivalenter Menge 0,1 n-NaOH 
gelést. Die ausgeschiedenen Urine wurden wie oben behandelt 
und es gelang, wie erwartet, aus ihnen die o-Nitrobenzoesiure 
zu isolieren (Schmelzp. 147°). Die Ausbeute war aber immer 
sehr gering: nach 12g der verabreichten Saure 0,1 g, nach 13 g 
Saure 0,09 g, nach 11 g Séure 0,11 g. Wenn man bedenkt, dai 
nach unseren Bilanzversuchen die Nitrophenylpropiolsiure zu 65 °/, 
in Indoxyl iibergeht, ist das geringe AusmaB der ausgeschiedenen 
Nitrobenzoesiure nicht weiter verwunderlich. Die Ausscheidung 
der Nitrobenzoesiure nach Verfiitterung von Nitrophenylpropiol- 
siure wurde erwartet, da dieser Stoff ja ebenso abgebaut wird, 
wie die ihm analoge Nitrozimtsiure. 

In einer besonderen Versuchsreihe bekamen die Versuchs- 
tiere je 2g der Nitrophenylpropiolsiure verabreicht. Es zeigte 
sich, daB der Stoff in dieser Menge deutliche Giftwirkung hat: 
die Tiere waren ausgesprochen apathisch, bei einigen konnten 
leichte Krimpfe beobachtet werden, Futter nahmen sie erst 
nach 3 Stunden zu sich. Ein Tier, das einging, zeigte bei der 
Autopsie eine starke Degeneration des Nierenparenchyms, die 
Leber Venostase, parenchymatise Degeneration mit interstitieller 
Hepatitis und zahlreichen kleinen Abszessen. Ein Befund, wie 
man ihn bei toxischen oder septischen Prozessen zu erheben 
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pflegt. In dieser Versuchsreihe wurden insgesamt 13 g der 
Nitrophenylpropiolsiure verfiittert. Aus den wie oben behandelten 
Urinen konnten 0,08 g einer leicht gelb gefiarbten, krystallinischen 
Substanz isoliert werden, deren Schmelzpunkt im Koflerschen 
Apparat 124—125° betrug. Die wiafrige Lésung des Stoffes 
reagierte kongosauer und gab die Reaktion auf die NO,-Gruppe 
mit Natriumpentacyano - ammin - ferroat nach elektrolytischer 
Reduktion. Der Stoff wurde nunmehr der Analyse unterworfen, 
die folgendes Ergebnis zeigte: 

8,842, 18,21 mg Subst.: 34,31 mg CO,, 6,20 mg H,O. — 0,490 cem N, 
(20°, 740 mm Hg). 

C,H,O,N Ber. C5115 H 4,26 N 6,68 
Gef. ,, 51,38  ,, 8,81 ,, 6,28. 

Auf Grund dieser Analyse ist es wahrscheinlich, daB in 
diesem Falle o-Nitrophenyl--milchsiure ausgeschieden wurde 
(Schmelzp. 126°). Eine weitere Identifikation war wegen der ge- 
ringen Ausbeute, die zur Analyse verbraucht wurde, leider nicht 
méglich. Es wiirde sich im gegebenen Falle um die Aus- 
scheidung einer Zwischenstufe der Nitrophenylpropiolsaure handeln, 
zu deren Entstehung und Ausscheidung es vermutlich durch die 
vom Versuchsstoff gesetzten Gewebsschiidigung und dadurch ver- 
ursachten Funktionsstérung gekommen ist. 

Als normales Ausscheidungsprodukt der Nitrophenylpropiol- 
siure neben Indoxyl ist jedenfalls aber die Nitrobenzosiure zu 
betrachten. 

Es soll nunmehr versucht werden, den Mechanismus der 
Indoxylentstehung in vivo zu erédrtern. Der Entdecker dieses 
Vorganges, Hoppe-Seyler, hat den Mechanismus dieses Vor- 
ganges nicht diskutiert, scheinbar erlaubte dies damals der Um- 
stand nicht, daB der Vorgang auch in vitro noch nicht klar- 
gestellt war. Spiter befaBte sich Sherwin’) mit dieser Frage 
und konnte die interessante Feststellung machen, daB sich die 
Nitrophenylpropiolsiure im Saugetier- und Vogelkérper nicht gleich 
verhalt: waihrend es beim ersteren zur Indoxylausscheidung kommt, 
scheidet der letztere lediglich o-Nitrobenzoesiure aus. Nach 
Sherwin verlaiuft der Reaktionsmechanismus beim Kanichen und 
Hund, bei denen es also zur Indoxylausscheidung kommt, wie folgt: 


0,N - C,H,- C=C - COOH > H,N - C,H,- CH=CH - COOH 


C,H,—CH C,H,—C-OH 


| 
NH—C-COOH NH—CH 
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Es soll also zu folgenden Zwischenstufen kommen: o-Amino- 
zimtsiure und @-Indolcarbonsiure. Es konnte nun nachgewiesen 
werden, daB keine der angenommenen Zwischenstufen in vivo 
Indoxylbildner ist. 


Tabelle II 
Indican- Belastet Indican- 
Nr. | ausscheidung | mit o-Aminozimtsiure | ausscheidung 
pro Tag in mg in mg pro Tag in mg 
1 6,88 200,4 6,65 
2 12,6 400,3 8,6 
3 1,5 1000,5 7,4 


Nach der Verfiitterung der o-Aminozimtsiure kommt es zur 
Ausscheidung von o-Aminobenzoesiiure (Schmelzp. 145°). 


Tabelle III 


Indican- Belastet Indican- 
Nr. | ausscheidung | mit o-Aminophenyl- | ausscheidung 
pro Tag in mg | propiolsiure in mg | pro Tag in mg 


1 2,97 205 2,1 
2 4,6 299 4,05 
3 2,1 410,7 6,37 
4 8,74 500,8 8,14 
5 6,68 1008,5 7,1 


DaB es nach der Verabreichung der Indol-e-carbonsiure 
auch nicht zur Erhéhung der Indoxylausscheidung kommt, zeigte 
ich a. a. O.°) in Bilanzversuchen. Zum selben Ergebnis kamen 
Hoppe-Seyler beziiglich der Aminozimtsiure und Houssay’*) 
beziiglich der Indol-«-carbonsiure. DaB es in diesem Mechanismus 
wohl iiberhaupt nicht zur Bildung bestandiger und leicht isolier- 
barer Zwischenstufen, die die NH,-Gruppe in Orthostellung ent- 
halten, kommt und daB die urspriingliche NO,-Gruppe in nicht 
faBbarer Weise stufenweise reduziert wird, zeigen Versuche, die 
dartun, daB die den indoxylbildenden o-Nitrophenylabkémmlingen 
analoge o-Aminophenylverbindungen in vivo keine Indoxylbildner 
sind. Dies konnte schon friiher*) vom o-Aminoacetophenon in 
Gegensatz zum o-Nitroacetophenon gezeigt werden, hier soll ein 
entsprechender Versuch mit der o-Aminophenylpropiolsiure, 


H,N-C,H,-C=C-COOH, gebracht werden (vgl. Tab. III). 
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Nach der Verabreichung der Aminophenylpropiolsiure wird 
Aminobenzoesiure ausgeschieden (Schmelzp. 145°). 

Wir sehen also, da8 der von Sherwin angegebene Weg der 
Indoxylentstehung in vivo nicht zutrifft. Fir die der Wirklichkeit 
entsprechende Nachkonstruktion dieses Mechanismus muS man 
meiner Meinung nach sich vor Augen halten: 


1, Der normale Abbauweg, als dessen Endprodukt die Nitro- 
benzoesiure erscheint, muB eingehalten werden. 

2. Der Indolringschlu8 bedeutet lediglich eine Abzweigung 
von diesem Weg. 

3. Die Reduktion der NO,-Gruppe erfolgt erst knapp vor 
dem RingschluB. 

4, Die angenommenen Zwischenstufen miissen, soweit sie 
isolierbar sind, in vivo Indoxylbildner sein. 


Dieser Weg scheint meiner Ansicht nach der folgende zu sein: 


0,N-C,H,-C=C-COOH—> 0,N-C,H,- C(OH)}=CH- COOH 
0:N+CH,- COOH 
Indoxyl 

Zum Ringschlu8 kame es dann aus der vorletzten Stufe 
unter Reduktion der Nitrogruppe zu NHOH-, unter Abspaltung 
von Wasser und Kohlendioxyd folgenderweise: 

—> C,H,—CO 
NH—CH, 

Als Zwischenstufen werden also die o-Nitrophenyloxyacryl- 
siure und o-Nitrobenzoylessigsiure angenommen. 

Die ersten drei oben aufgestellten Bedingungen fiir die 
Rekonstruktion des Mechanismus der Indoxylentstehung: Nitro- 
benzoesdiure als ein Endprodukt neben Indoxyl und Reduktion 
der Nitrogruppe knapp vor erfolgtem RingschluB sind nach 
diesem Schema erfillt. Dieses gewinnt nun auch dadurch an 
Wahrscheinlichkeit, daB es auch die Indoxylentstehung aus Nitro- 
phenylaithylen und Nitrophenylacetylen zwanglos erklart: 
0,N-C,H,-CH--CH, —> | O.N-C,H,-CHOH—CH, 


oder 
0,N CH, -C=CH —>|0,N- C,H,-C(OH) = CH, ~7 


NH—CH, 


O,N C,H, CO CH,- COOH 


O.N C,H, CO CH, 


| 
: 
q 
4 
‘ 

| 
4 
4 

3 
‘ 
4 
= 


40 F. Bohm, 


Hier wird also als Zwischenprodukt vor dem RingschluB das 
o-Nitroacetophenon angenommen und solcherweise auch die oben 
erhobenen Bedingungen erfiillt: ein Ausscheidungsprodukt nach 
Verabreichung von Nitrophenylacetylen und -iathylen die Nitro- 
benzoesdéure und Reduktion der Nitrogruppe erst vor dem Ring- 
schlu8., (Die Ausscheidung von Nitrobenzoesaure nach Verabreichung 
von Nitrophenylithylen konnte aus Mangel an Versuchssubstanz 
nicht gepriift werden, die Verhiltnisse werden aber wohl gerade 
so liegen wie beim Nitrophenylacetylen und Nitrophenylithan 
bzw. Nitroathylbenzol.) 

Es bleibt nunmehr die Verifizierung der letzten der oben 
erhobenen Bedingungen iibrig: die Feststellung, ob die an- 
genommenen Zwischenverbindungen tatsichlich in vivo Indoxyl- 
bildner sind. Fiir das o-Nitroacetophenon wurde dies schon im 
bejahenden Sinne festgestellt, fiir die Nitrophenyloxyacryl- und 
Nitrobenzoylessigsiure steht der Beweis noch aus. Beide Stoffe 
sind nun in vitro Indoxylbildner, wie dies fiir die erstere Ver- 
bindung von v. Baeyer?®), fiir die letztere von Dreyfuss?) 
gezeigt wurde. Die Nitrobenzoylessigsiure geht unter denselben 
Bedingungen in vitro in Indoxyl bzw. Indigo iiber, wie die Nitro- 
phenylpropiolséure: Kochen der alkalischen Liésung der Saure 
mit Traubenzucker. Aus diesem Grund nimmt auch Karrer?*) 
diesen Stoff als Zwischenprodukt bei der Indigoentstehung aus 
Nitrophenylpropiolsiure in vitro an, als Vorstufe des hypothe- 
tischen Isatogensiureesters. 

Da die Herstellung der Nitrophenyloxyacrylsiure von v. Baeyer 
nur in Umrissen beschrieben ist, konnte sie leider nicht repro- 
duziert werden, die diesbeziiglichen Versuche schlugen alle fehl. 
Dagegen sind die o-Nitrobenzoylessigsiurederivate auf Grund der 
Arbeiten von Needham und Perkin?) leichter zuginglich. Auf 
Grund der Vorschrift der Autoren wurde das o-nitrobenzoylacet- 
essigsaure Athyl aus o-Nitrobenzoylchlorid und Acetessigester 
unter Mitwirkung von Natriumithylat hergestellt. Das dunkel- 
braunrote Ol zeigte gute Analysenwerte: 

Analyse: 16,31 mg Subst.: 34,39 mg CO,, 7,58 mg H,0O. 

Ber. 57,29 H 5,17 Gef. C 57,50 H 5,20. 

Im Tierversuche gepriift, konnte eine regelmaBige Steigerung 

der Indicanausscheidung festgestellt werden. 


Die mittlere Ausscheidung von Indican nach Verabreichung 
von 1 g der Versuchssubstanz betrigt 11,1 mg, nach Verabreichung 
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von 2 g Substanz 22 mg, also nach Verdoppelung der Versuchs- 
menge eine Verdoppelung der Ausscheidung. 

Ks wurde auch der Versuch gemacht, aus dem Nitrobenzoyl- 
acetessigsiure-iithylester nach der Vorschrift Needham und 
Perkins den Nitrobenzoylessigsiure-ithylester herzustellen. Da 
sich das Priiparat aber von dem als Nebenprodukt auftretenden 
Nitrobenzoesiure-ithylester nicht ganz trennen lie®, konnten die 
Versuche, die ebenfalls eine Steigerung der Indoxylausscheidung 
zeigten, bilanzmaBig nicht ausgewertet werden. 


Tabelle IV 
Indican- Belastet mit nitro- Indican- Mehr- 
Nr. | ausscheidung | benzoylacetessigsaurem | ausscheidung | ausscheidung 
pro Tag in mg Athyl in mg pro Tag in mg in mg 
1 5,0 1000,2 16,2 11,2 
2 2,5 1070,4 12,7 10,2 
3 2,55 1010,9 13,5 10,95 
4 5,94 1008,7 18,1 12,2 
5 2,23 2014,3 21,7 19,5 
6 6,34 2010,9 28.6 22.8 
7 3,34 2022,2 29,9 26,3 
8 5,74 2011,9 25,4 19,7 


Man kénnte beim obigen Versuch einwenden, daB das AusmaB 
der Indicanausscheidung gering ist. Wenn man aber bedenkt, dab 
die Verlingerung der Seitenkette der Nitrophenylpropiolsiure um 
eine Athylgruppe, die zum entsprechenden Athylester fiihrt, das 
AusmaB der Indicanausscheidung um ein MaSgebliches vermindert, 
so kann die GréBe der Indoxylausscheidung beim Nitrobenzoyl- 
acetessigsiure -athylester also bei einer viel lingeren Seiten- 
kette wohl verstindlich sein. Nach Verabreichung dieser Ver- 
bindung scheidet sich im Urin der Versuchstiere Nitrobenzoe- 
sdure aus. 


(Notiz. Nach Verabreichung von o-Nitrophenylpropiolsiure 
und besonders nach Verabreichung des entsprechenden Athyl- 
esters tritt im Urin der Kaninchen die Uroroseinreaktion auf. Es 
gelang die Isolierung einer Substanz, die auf Grund qualitativer 
Reaktionen ein Indolabkémmling, und zwar auf Grund des Aus- 
fallens der typischen, sehr starken Uroroseinreaktion ein #-substi- 
tuiertes Indolderivat zu sein scheint. Versuche zur Reindarstellung 
dieses Ausscheidungsproduktes und zu seiner Identifikation sind 
im Gange.) 
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Zusammenfassung 
Es wird in der vorliegenden Arbeit der Mechanismus der 
Indoxylentstehung aus den in vivo indoxylbildenden o-Nitro- 
phenylabkémmlingen erértert. Es wird ein neuer Mechanismus 
wahrscheinlich gemacht und experimentelle Belege zur Stiitzung 
dieser Annahme gemacht. 
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Die Trennung der Phosphatasen in Protein 
und prosthetische Gruppe 
1. Mitteilung 


Die Trennung der alkalischen Nierenphosphatase 
in Protein und prosthetische Gruppe 


Von 
D. Albers 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1939) 


Hine der gréBten Erfolge der Fermentchemie der letzten 
Jahre war die Trennung von Holo-Fermenten in Apo- und Co-Fer- 
mente, wobei es ein besonderes Verdienst war, Co-Fermente rein 
und krystallinisch darzustellen und ihre Konstitution aufzukliren. 
AuBerdem gelang es kiirzlich O. Warburg und W. Christian), 
durch dasselbe Co-Ferment verschiedene Apo-Fermente zu kom- 
plettieren und damit Holo-Fermente zu erzeugen, die entsprechend 
den verschiedenartigen Proteinen verschiedene Spezifitit besitzen. 

Trotz vieler Bemiihungen blieb aber eine derartige Trennung 
auf die Desmolasen beschrinkt und lieB sich fiir Hydrolasen 
bisher nicht verwirklichen. Haurowitz?) schreibt in der neuesten 
Auflage der Fortschritte der Biochemie, III. Teil: ,,.Wihrend es 
bei den desmolytisch wirksamen Enzymen gelungen ist, die aktive 
Gruppe und den kolloidalen Trager voneinander zu trennen und 
wieder zu vereinigen, ist dies bei den Hydrolasen bisher nicht 
méglich gewesen. Diese sind adialysabel; ihre Trager miissen 
daher hochmolekulare Substanzen sein.“ Zwar nimmt Edlbacher’) 
neuerdings an, da sich die Arginase in Protein und prosthetische 
Gruppe spalten liBt, und er fiihrt einige Versuche an, die fiir 
seine Hypothese zu sprechen scheinen, doch ist eine solche Fer- 
mentspaltung noch nicht gegliickt. 

Auch die Phosphatasen lieBen sich nicht in Apo- und Co- 
Ferment aufteilen. Erschwerend fiir diese Untersuchungen war die 
Tatsache, daB es nicht gelang, reine Fermentpriparate darzustellen. 
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Selbst die sogenannte hiéchstgereinigte Nierenphosphatase von 
H. und E. Albers‘) und Prostataphosphatase von W. Kutscher') 
waren durch groBe EiweiBmengen und andere Begleitstoffe ver- 
unreinigt. Immerhin gelang es durch Zusatzversuche, einiges iiber 
die Aktivierungsméglichkeit der Phosphoesterasen auszusagen. Da 
fiir unsere Ausfiihrungen die Aktivierungsbedingungen von groBer 
Bedeutung sind, werden wir hierauf naiher einzugehen haben. 
Fiir die Phosphoesterasen, speziell die alkalischen Phospha- 
tasen, ist die fermentstimulierende Eigenschaft des Magnesium- 
Ions schon vor langer Zeit erkannt worden. Es wurde deswegen 
teils als spezifischer Aktivator, teils als Co-Ferment der alka- 
lischen Phosphatase bezeichnet. 1927 fand Erdtman‘) im 
Dialysat einer Nierenmaceration, im Harn, im Fleischsaft und in 
Hefe eine Substanz, welche auf die Dephosphorylierung einen 
stimulierenden Einflu8 ausiibt. Er konnte spiter diesen Stoff 
krystallinisch gewinnen und als Magnesiumsulfat identifizieren. 
Unter den verschiedenen theoretischen Méglichkeiten der Art der 
Mg-Einwirkung halt Erdtman die Annahme fiir die wahrschein- 
lichste, daB das Magnesium mit dem Enzym eine Verbindung 
eingehe, welche gegen die hemmende Wirkung des freigemachten 
Phosphats weniger empfindlich sei. Hingegen glauben Jenner 
und Kay’), daB die Hauptwirkung des Magnesiums nicht in 
einem Schutz gegen die Hemmung der abgespaltenen Phosphor- 
siure bestehe, sondern da8 das Mg einen Komplex mit dem 
Enzym bilde, der stirker aktiv als das Ferment allein sei. Diese 
Autoren haben spiater das Magnesium wegen der regelmiBig akti- 
vierenden Eigenschaft als Co-Ferment der alkalischen Phosphatase 
bezeichnet. Der urspriinglichen Ansicht von Erdtman neigt 
C. G. Holmberg’) auf Grund eigener Versuche zu. EK. Bamann’) 
gebraucht fiir den Mg-Effekt den Ausdruck ,,spezifischer Akti- 
vator“ bei der enzymatischen Phosphosiureesterverseifung. 
Wiahrend die aktivierende Wirkung des Magnesiums auf die 
meisten alkalischen Phosphatasen unbestritten blieb, erfuhren An- 
gaben tiber andersartige Aktivatoren, wie z. B. Arseniate oder 
Ascorbinsiure, Widerspruch. Den spezifischen Aktivator glaubte 
Thannhauser?’) in der Ascorbinsiure gefunden zu haben. Aus 
der angeblichen Aktivierung der Serumphosphatase durch diesen 
Stoff schloB er, daB die Phosphatase aus Enzym + Co-Faktor 
sich zusammensetze. Seine Befunde lieBen sich jedoch nicht 
reproduzieren [King1), eigene, unverdffentlichte Versuche}. 
Thannhauser muBte seine Angaben widerrufen, Ebenfalls 


4 
«. 
| 
} 
Rate 
| 
i 
4 
2 
| 
eat 
: 
3 
— 


von 
her?) 
ver- 
iiber 
1. Da 
roBer 
spha- 
sium- 
vegen 
alka- 
im 
od in 
einen 
Stoff 
ieren. 
t+ der 
shein- 
dung 
chten 
nner 
bt in 
phor- 
dem 
Diese 
akti- 
jatase 
neigt 
ann’) 
Akti- 


if die 
n An- 

oder 
aubte 

Aus 
liesen 
‘aktor 
nicht 
uche|. 
nfalls 


Die Trennung der Phosphatasen in Protein usw. 45 


fand eine sogenannte Aktivierung durch Arseniat}*) keine Be- 
stiitigung 14), 

Aktivierungsbedingungen der Phosphoesterasen wiiren leichter 
bekannt geworden, wenn es gelungen wire, Kenntnisse iiber Art 
und Struktur des Phosphatasemolekiils zu gewinnen. Deshalb 
war man schon seit langem bestrebt, eine Molekiilzerlegung 
durchzufiihren. Als der gangbarste Weg hierfiir erschien die 
Dialyse. Bereits Erdtmann wandte diese Methode an, muBte 
aber damals schreiben: ,,Bisher ist es nicht gelungen, die Nieren- 
phosphatase durch Dialyse reversibel zu inaktivieren. Weder 
durch bloBes Schiitteln von Trockenpriparaten erhaltene, noch 
durch Tonerde bzw. Kaolinadsorption gereinigte Enzymlésungen 
verlieren ihre Aktivitit durch etwa 14tagige Dialyse.“ 

Auf Erdtmans wichtige Befunde bei seinen damals durch- 
gefiihrten Dialyseversuchen werden wir spiter einzugehen haben. 

Die von vielen Autoren unternommenen Angriffe auf Spaltung 
des Phosphatasemolekiils wurden in den letzten Jahren von H. 
und EK. Albers?) wieder aufgenommen, nachdem es ihnen ge- 
lungen war, das Ferment durch fraktionierte Alkoholfallung und 
kombinierte Toluol-Kssigester-Autolyse reiner darzustellen. Sie 
suchten durch Elektrodialyse der Nieren- bzw. Hefephosphatase 
eine Dissoziation in Tragermolekiil und aktivierendes (oder stabili- 
sierendes Molekiil) zu erreichen. Nach ihren Angaben trat aber 
bei langerer Dialyse ein plétzlicher und irreversibler Abfall der 
Aktivitit ein, der nach ihrer Meinung auf die Auslisung des 
Magnesiums zuriickzufiihren ist. In ihren Trennungsversuchen 
mittels Elektrodialyse konnten sie jedoch nicht durch Zusatz 
der vorsichtig im Vakuum eingedampften Fliissigkeit der AuBen- 
zelle des Dialysators eine Reaktivierung hervorrufen. Verfasser 
nehmen daher an, daB es zwar wihrend der Dialyse zu einer 
Dissoziation des Fermentmolekiils kommt, die aber eine chemische 
Verinderung der einen oder beider Komponenten bedingt und 
auf diese Weise eine Reaktivierung verhindert. In seiner letzten 
Veréffentlichung sagt H. Albers?*), man miiBte nach dem iiblichen 
Gebrauch aus der erfolglosen Reaktivierung schlieBen, daB die 
Phosphatase zu den nicht auftrennbaren Fermenten gehére, und 
daB der Wirksamkeitsverlust durch eine verringerte Haltbarkeit 
des dialysierten Enzyms bedingt sei. Die naihere Untersuchung 
zeige aber, daB nicht eine einfache Fermentzerstérung vorliege, 
sondern daB der Aktivititsverlust durch eine p,-abhiingige Disso- 
ziation der Holo-Phosphatase in Co- und Apo-Ferment zuriick- 
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zufiihren sei. Nach seinen Versuchen soll das isoelektrisch ge- 
ladene Zwitterion und wahrscheinlich auch das Kation in seine 
Komponenten Co- und Apo-Ferment dissoziieren. Diese Hypo- 
these konnte zwar H. Albers durch charakteristisches Verhalten 
des Holo-Ferments bei verschiedenem p,, stiitzen, aber es fehlte 
der Beweis, daB eine Trennung in Co- und Apo-Enzym iiber- 
haupt médglich ist. Da die Vereinigung der Innen- und AuBen- 
fliissigkeit bei der Dialyse ohne Wirkung war, wurde zur Ferment- 
komplettierung von ihm ein anderer Weg eingeschlagen, indem 
zwei verschiedene Enzyme (Oberhefen- und Nierenphosphatase) 
so vereinigt wurden, daB die Fermentaktivitaét des einen Teils 
durch Anwendung eines bestimmten p, oder durch Zusatz 
von Mg nicht zur Geltung kommen konnte. Diese bemerkens- 
werten Untersuchungen sollten gleichzeitig etwas iiber die Aus- 
tauschbarkeit von Co-Fermenten aussagen. Wir haben bereits 
eingangs erwihnt, daB dies bei einigen Co-Fermenten der Oxydo- 
Reduktionssysteme méglich ist. Nach H. Albers wird unreines 
(dialysiertes Holo-Ferment) Nieren-Apo-Ferment bei p,, 9,1 durch 
Zusatz von Oberhefenphosphatase (Opt. p,, 4,8) aktiviert. Um- 
gekehrt wird bei p,, 4,0 dialysierte Oberhefenphosphatase durch 
Zusatz von Nierenphosphatase mit Mg (Opt. p,, 9,1) in ihrer 
Wirksamkeit gesteigert. Ob es sich aber tatsichlich um eine 
Komplettierung zu Holo-Ferment oder um irgendeine Aktivierung 
durch Zusatz unbekannter Stoffe handelt, die in dem Gemisch, 
welches zugefiigt wird, enthalten sein kénnen, soll hier nicht 
erértert werden. 

Eine Sprengung des Phosphatasemolekiils schien zundchst 
auf groBe Schwierigkeiten zu stoBen, da selbst das nach H. 
und E. Albers gereinigte Nierenferment groBe Mengen Eiweif 
enthielt. Adsorptionsversuche erwiesen sich als unzweckmiabig, 
da die Elution mangelhaft war. Der Eiweifcharakter des Enzyms 
muBte als gesichert angenommen werden. Zerstérung des Proteins 
hat Aktivitaitsverlust zur Folge. Auch die stark gereinigte 
Prostataphosphatase von Kutscher®) enthalt groBe EiweiBmengen, 
so daB u.a. Kutscher die Phosphatasen fir EiweiBkérper hilt. 
Von Interesse ist seine Feststellung, daB das Prostataenzym 
nicht oder nur sehr schwer durch Proteinase (Papain) an- 
gegriffen wird. 

Fiir die Abtrennung eines Co-Ferments vom EiweiBkérper 
schien uns die Dialyse die geeignetste Methode zu sein, die wir 
nach einigen Vorversuchen auch benutzten. Wenn eine Trennung 
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in Apo- und Co-Ferment méglich war, mufte besonderer Wert 
auf Schonung des Proteins und auf vollstindige Gewinnung der 
AuBenfliissigkeit des Dialysators gelegt werden. Beides schien 
uns am besten gewidhrleistet bei Verwendung des Kreislauf- 
Dialysierapparats nach Manegold!’). Die Kihlung der Innen- 
fliissigkeit durch flieSendes Wasser erméglichte das Protein bei 
niedriger Temperatur (maximal 7—8°) zu halten, die Vakuum- 
destillation verhinderte eine Erwirmung der AuBSenfliissigkeit 
iiber 25—30°, Wir dialysierten durch eiweiBbdichte Kollodium- 
membranen der Membranfiltergesellschaft, Gottingen, gegen Wasser. 
Die Dialyse wurde im allgemeinen nach 50 Stunden beendet 
(nitheres vgl. Methodik). Die scheinbare Inaktivierung des Fer- 
ments durch Dialyse und seine Reaktivierung nach Zusatz der 
AuBenfliissigkeit geben wir in einigen Protokollen wieder. Hervor- 
cehoben werden muf, da8 alle Versuche mit und ohne Magnesium- 
aktivierung in optimaler Konzentration durchgefiihrt und ent- 
sprechend nebeneinandergestellt sind. 


Methodik 

Herstellung des Ferments. Niere wurde nach H. und E. Albers 
mit Toluol-Essigester autolysiert und das Ferment bei einer Alkohol- 
konzentration von 50—65°/, ausgefallt. AnschlieBend Vakuumtrocknung. 
Es wurde eine Enzymlésung bereitet, die in den meisten Versuchsansiitzen 
1mg Trockenpulver in 1 cem enthielt. Die Dephosphorylierungsfihigkeit 
dieser Lésung stieg nach Herstellen innerhalb der nichsten Tage be- 
deutend an und blieb dann fiir etwa 14 Tage ziemlich konstant. Zur Ver- 
wendung fiir die Dialyse gelangten soleche Lésungen, die einige Tage 
vorher bereitet waren und dann das Maximum der Spaltung aufwiesen. 

Substrat. 6-glycerinphosphorsaures Natrium. Im Ansatz 0,02 g. 

Puffer. Glykokoll- oder Ammoniakpuffer, p,;, 9,1 oder 10,1. Bei der 
kurzen Spaltungszeit von 1 Stunde ergab die Verwendung der Puffer mit 
Py 10,1 eine gréBere Ausbeute als mit py 9,1. 

Magnesiumkonzentration. Im Ansatz 0,005 mol. MgCl, (optimale 
Konzentration). 

Bebriitungsdauer und Temperatur: 1 Stunde bei 35°. 

Phosphorsdurebestimmung nach der colorimetrischen Methode 
von Fiske und Subbarow in der Modifikation von Lohmann und 
Jendrassik”), 

Dialyse im Kreislaufdialysator von Manegold"). Beschreibung der 
Apparatur vgl. dort. Dialyse durch eiweiBdichte Kollodiumhiilsen. Erhitzen 
des Wasserbads auf 50—55°. 

Ausfihrung der Versuche. In die Dialysierhiilse wurden 15 ccm 
der oben beschriebenen Fermentlésung eingefiillt. Uberschiumen der 


| Innenfliissigkeit aus dem Aufsatz der Dialysierhiilse heraus wurde 
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vermieden, indem zuerst die Wasserstrahlpumpe angeschlossen wurde und 
der Kolben erst nach einigen Minuten erhitzt wurde. Die AuBenfliissigkeit 
des Dialysators wurde bei Beendigung der Dialyse auf 10—15 cem ein- 
geengt. Nach AbguB derselben wurde der die AuBenfliissigkeit enthaltende 
Kolben mit wenigen Kubikzentimetern n/10-Essigsiure nachgespiilt. Die 
Spiilfliissigkeit wurde nach Neutralisation mit NaOH mit den ersten 10 
bis 15 cem vereinigt. Die Innenfliissigkeit wurde verdiinnt (etwa auf 20 ccm), 
so daB sie dem Volumen der Au8enzelle entsprach. Die das Co-Ferment 
enthaltende AuBenfliissigkeit wurde von uns kurz als Co-F., die das Protein 
enthaltende Innenflissigkeit als Apo-F. bezeichnet. Apo-F. und Co-F. 
wurden zur Reaktivierung 1:1 oder in einem anderen Verhiltnis im Ver- 
suchsansatz vereinigt. 

Bemerkung zur Dialyse. Die uns gelieferten eiweiBdichten Kollo- 
diumhiilsen wiesen untereinander — verglichen an der Ionendurchlissigkeit 
der Membran pro Zeiteinheit — nicht dieselbe Porengré8e auf. Zum Ver- 
such wurden nur solche Hiilsen verwendet, die keine sichtbaren Fehler, 
wie z. B. Triibungen, zeigten. Demnach war auch die sogenannte In- 
aktivierungszeit nicht einheitlich. Im allgemeinen war bei Ferment- 
priparat B und C nach etwa 50 Stunden ein Aktivititsverlust um 75°), 
eingetreten; einige Kollodiummembranen fiihrten erst nach etwa 100 Stunden 
zu derselben Aktivititsabnahme. Inwieweit sich hierdurch die Aktivie- 
rungsbedingungen iindern, wird spiiter erértert. Auf die einwandfreie Be- 
schaffenheit und die gleiche Durchlissigkeit der Dialysierhiilsen mu8 daher 
nachdriicklich hingewiesen werden. 


Versuchsergebnisse 


Die durch kiirzere oder lingere Dialyse gewonnene AuBen- 
fliissigkeit enthielt keine nachweisbaren Spuren von EiweiB. Die 
in dem Holo-Ferment befindliche Menge an freien Ionen ging, ge- 
messen am anorganischen Phosphat, in die AuBenfliissigkeit iiber, 
falls diese Bestandteile nicht bereits durch kurze Vordialyse gegen 
flieBendes Wasser weitgehend entfernt waren. Die Fermentwerte 
wurden tabellarisch geordnet. Zu jedem Fermentwert vor oder nach 
Dialyse gehért der entsprechende Ansatz mit Magnesium. Liésung I 
ist der Enzymwert vor der Dialyse, Lésung V nach der Dialyse. 
Da Lésung I keinen ganz konstanten Wert ergibt, wurde am Tage 
des Reaktivierungsversuches der Fermentwert noch einmal bestimmt. 
Zugrundegelegt fiir die prozentuale Aktivititsabnahme oder -steige- 
rung wurde jedoch der Wert von I zu Beginn der Dialyse. Grobe 
Schwankungen zwischen den Werten der Ausgangslésung sind 
in Beriicksichtigung der Auswertung der Fermentaktivitait nach 
der Dialyse nicht zulissig. Frisch bereitete Lésungen wurden 
daher nicht verwendet (vgl. Methodik). Lésung V + Co- Ferment 
bezeichnet den Reaktivierungsversuch durch Zugabe der AuBen- 


fliissigkeit (Co-Ferment) zur Innenfliissigkeit. Als Beispiele fir ; 
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die Fermentkomplettierung geben wir eine Ubersicht in Tab. 1—4 


wieder. 


Versuchsansatz Apo - Ferment : Co - Ferment = 1:1. 


Tabelle 1 


Nierenferment- 


priparat B. Ammoniakpuffer py 10,1. 1stiindige Spaltung bei 35°. I= Wert 
vor der Dialyse, V= Wert nach der Dialyse. V + Co-Ferment = Wert nach 


der Dialyse nach Zusatz des Co-Ferments. 


Ohne Mg 


Mit Mg 


mg in /, 


mg P,O, | in °%/, 


I vor Dialyse 
V nach 50stiindiger Dialyse 
V + Co-Ferment 


a) 0,377 | 100 


b) 0,062 16,2 
c) 0,289 76,8 
Tabelle 2 


d) 0,476 100 
e) 0,147 | 80,9 
f) 0,393 82,7 


Versuchsansatz Apo-Ferment: Co-Ferment = 1:1. Nierenfermentpriiparat B. 


Glykokollpuffer p,, 9,1. 


Ohne Mg 


mg P,0; | in 


Mit Mg 


mg P,O; | in 


Vnach 47stiindiger Dialyse 


V + Co-Ferment 


a) 0,213  100,0 


b) 0,050 28,5 
c) 0,165 77,5 
Tabelle 3 


d) 0,801 | 100,0 
e) 0,085 28.3 
f) 0,820 | 106,0 


Versuchsansatz Apo-Ferment : Co-Ferment =1 : 1. Nierenfermentpriiparat C. 
Ammoniakpuffer py 10,1. 19stiindige Vordialyse gegen flieBendes Wasser. 


Ohne Mg 


Mit Mg 


mg | in 


mg P,O, | in %, 


I vor Dialyse 


eee 


V nach 46 stiindiger Dialyse 


V + Co-Ferment 


a) 0,742 | 100,0 
b) 0,234 31,5 
c) 0,636 85,8 


d) 1,210 100,0 
e) 0,458 | 378 
f) 0,947 | 783 


Die Zusammenstellung in Tab. 1—3 (a—c) zeigt nach 50stiin- 
diger Dialyse einen erheblichen Aktivititsverlust der Ausgangs- 
lisung Ia) = 100°/,. Nach 50 Stunden betrigt die Wirksamkeit 


der Innenflissigkeit b) nur noch 16—31,5°/,. 


Fiigen wir dieser 


zur Reaktivierung die AuBenfliissigkeit c) im Verhiltnis 1:1 zu, 
erfihrt das Ferment wieder eine Aktivitiitszunahme auf 77—86°/, 
des urspriinglichen Werts. DaB er nicht genau auf 100°/, zu 
steigern war, liegt sehr wahrscheinlich an der bisherigen mangel- 
haften Technik. Mit ihrer Verfeinerung bei der verlustlosen 
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Wiedergewinnung des Co-Fermentes wird der Wert weiter an- 
steigen. 

Diesen Ansitzen, die ohne Zusatz von Magnesium ausgefiihrt 
waren, haben wir die entsprechenden Versuche mit Mg-Zusatz in 
optimaler Konzentration gegeniibergestellt, um die Bedeutung 
dieses Metalls mit Sicherheit erkennen zu kénnen. Wir haben 
aus Griinden der Ubersichtlichkeit die Ansiitze mit und ohne 
Magnesium stets getrennt betrachtet und daher den Enzymwert 
vor der Dialyse mit Magnesium = 100°/, gesetzt. Die Aktivitits- 
steigerung durch das Mg im Vergleich zu den Parallelansitzen 
ohne Mg kann aus den Absolutwerten errechnet werden; sie ist 
etwa um das 11/,—2fache gréBer und bleibt auch nach der 
Dialyse in dieser GréBenordnung konstant. Von der Ausgangs- 
aktivitiit d) sind nach 50 Stunden Dialyse noch 28—38°/, e) vor- 
handen. Die AuBenfliissigkeit (Co- Ferment) f) steigert dieselbe 
auf 78—106°/,. In diesen Ansitzen ist also die Forderung auf 
100°/, Reaktivierung nahezu erfiillt. Bemerkenswert ist ferner, 
da die Ansitze mit verschiedenen Nierenpriparaten ausgefihrt 

und auch Puffer wie p,, variiert wurden. 

Diese Aktivititsabnahme des Ferments nach 46—50stiin- 
diger Dialyse mufte voraussichtlich nach langerer Dialysenzeit 
eréBer werden. Dies ist in der Tat der Fall. Es gelingt, nach 
66 Stunden eine Inaktivierung von 8,8°/, des Ausgangswertes zu 


erreichen (vgl. Tab. 4). 


Tabelle 4 


Versuchsansatz Apo-Ferment:Co-Ferment = 1:1. Nierenfermentpriparat D. 
Ammoniakpuffer py 10,1. 


Ohne Mg Mit Mg 
mg P,O, | in % mg P,O, | in °/, 
I vor Dialyse........... a) 0,362 | 1000 | d) 0,748 : 100,0 
V nach 66stiindigerDialyse | b) 0,031 | 8,8 e) 0,135 18,0 
V + Co-Ferment ........ c) 0,346 | 95,6 f) 0,649 | 88,2 


Dieser Versuch beweist sehr schén, daB mit der allmahlichen 
Entfernung des Co-Ferments aus der Innenfliissigkeit durch lingere 
Dialyse das Holo-Ferment fortlaufend inaktiviert wird. Wie wir 
auch nach Werten von kiirzerer Dialysendauer, die in diesem 
Protokoll nicht aufgefiihrt sind, sehen, tritt nie ein plétzlicher 
und irreversibler Aktivititsverlust ein [vgl. H. Albers?%]. Nach 
66 Stunden ist das Apo-Ferment soweit vom Co-Ferment befreit, 
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daB die Innenfliissigkeit ohne Mg-Zusatz b) nur noch 8,8°/, der 
Ausgangsaktivitat enthalt. Sie kann durch das Co-Ferment c) 
nahezu ideal, d.h. auf 95,6°/, reaktiviert werden. Der ent- 
sprechende Parallelansatz (d—f) mit Mg-Zusatz zeigt die Re- 
aktivierung von 18°/, auf 88,2°/,. Aus diesen Versuchen geht 
ferner hervor, daB der aktivierende Einflu8 des Magnesiums auf 
das Ferment vor und nach der Dialyse annihernd proportional 
ist. Es ist zwar in einigen Versuchen diese Proportionalitiit nach 
Dialysen von kurzer Dauer nicht streng gewahrt worden, indem 
der Aktivititsverlust in den Ansiitzen ohne Mg schneller von- 
statten ging, als in denen mit Mg. Eine Steigerung durch Zusatz 
von Co-Ferment war aber ausnahmslos zu beobachten. Wir 
werden in einer spiteren Arbeit erértern, ob dies von der Art 
und GréBe der verwendeten Kollodiummembran, die wir in ver- 
schiedener Porengré8e anwendeten, oder von der Koppelung des 
Magnesiums an den Enzymkomplex abhinegt. 


Besprechung der Ergebnisse 


Aus den tabellarisch zusammengestellten Werten, die den 
Ausgangswert der Fermentlésung, die Abnahme der Aktivitait durch 
die Dialyse und die Reaktivierung durch das Zusammenfiigen der 
verschiedenen Komponenten der verschiedenen Versuchsreihen 
enthalten, geht eindeutig hervor, daf die Dialyse nicht eine irre- 
versible Inaktivierung des Ferments bedingt, — wie bisher an- 
genommen wurde, — sondern daB die alkalische Nierenphosphatase 
in verschiedene Komponenten aufgespalten werden kann. Der 


_ nicht dialysable Anteil besteht aus einem Protein und gibt die 


fiir KiweiBkérper charakteristischen Reaktionen. Siuren zerstéren 
das Rohferment ebenso wie das mehr oder weniger gereinigte 
Protein. Da die Reinigung noch nicht weitgehend genug durch- 
gefiihrt werden konnte, sind exakte Angaben iiber Molekular- 
gréBe usw. — wie es von anderer Seite versucht wurde — noch 
nicht méglich. 

Der eiweiBfreie Anteil der Phosphatase, den wir in der AuBen- 
zelle des Dialysators gewonnen haben, besteht aus 2 Komponenten, 
von denen das Magnesium — schon seit den Arbeiten von Erdt- 
man als aktivierender Faktor bekannt — von Kay als Co-Ferment 
gedeutet wurde. In Wirklichkeit bildet aber das Magnesium nur 
einen der Bestandteile des Holo-Ferment-Komplexes, wenn man 
iiberhaupt geneigt ist, den katalytischen Effekt des Metall-Ions 
so zu deuten, daB man dem Magnesium die Rolle als integrierender 
4* 
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Bestandteil des Enzymmolekiils zuschreibt. Die Aufklirung der 
Phosphatasebestandteile mu jedoch unvollstandig bleiben, wenn 
wir uns auf das Zusammenfiigen der AuBen- zur Innenfliissigkeit 
nach der Dialyse beschrinken, ohne gleichzeitig die Ferment- 
aktivitit mit zugesetztem Magnesium in optimaler Konzentration 
zu priifen. Enthalt die AuBenfliissigkeit tatsiichlich das Co-Ferment, 
dann mu8 es méglich sein, das Apo-Ferment der Innenfliissigkeit 
— sei es im Ansatz ohne Mg- oder im Parallelversuch mit Mg- 
Aktivierung — in jedem Falle zum Holo-Ferment zu erginzen, 
d.h. den Ausgangswert der Fermentlésung vor der Dialyse voll- 
stindig zu erreichen oder ihm nahezukommen. Dabei war es 
nicht von wesentlicher Bedeutung, ob die prozentuale Wirkungs- 
steigerung vor und nach Dialyse die gleiche war oder irgend- 
welche Verainderungen erfuhr. Es sind demnach 2 Fragen zu 
beantworten: 1. Wird die Innenfliissigkeit allein durch Zusatz der 
AuBenflissigkeit aktiviert? 2. Kann die durch Mg-Zusatz bereits 
aktivierte Innenfliissigkeit durch Zugabe der AuBenfliissigkeit in 
ihrer Wirksamkeit noch weiter gesteigert werden? ad 1. Die 
dialysierte Innenfliissigkeit, welche im Vergleich zur Ausgangs- 
lésung in ihrer Aktivitait bedeutend abgenommen hat, kann aus- 
nahmslos in allen Versuchen durch Zugabe der AuBenfliissigkeit 
(des Co-Ferments) aktiviert werden. Damit ist erstmalig bewieseu 
worden, daB die Innenfliissigkeit durch Zugabe der AuBenfliissig- 
keit reaktiviert werden kann. Immerhin kénnten Bedenken ein- 
gewendet werden, daB die Reaktivierung durch ein Co-Ferment 
bedingt ist, da die Aufenzelle auch das durch die Kollodium- 
membran diffundierte Magnesium enthilt. Man kénnte sich vor- 
stellen, daB eine Aktivititszunahme durch die Anwesenheit dieses 
Tons in der AuBenzelle hervorgerufen sei. Dieser EKinwand kann 
durch Beantwortung der 2. Frage entkriftet werden. ad 2. Die 
durch Mg-Zusatz in optimaler Konzentration aktivierte Innen- 
fliissigkeit kann in jedem Falle durch Zugabe der AuSenfliissigkeit 
gesteigert werden. Damit ist jeder Zweifel an der Higenschatt 
der Au8enfliissigkeit als Co-Ferment der Phosphatase beseitigt. 
Auf Grund dieser Befunde ist auch die Annahme von H. Albers 


hinfallig, daB die Fermentinaktivierung wihrend der Dialyse durch | 


Auslésen des Mg bedingt sei. 

Es gewinnen daher die bereits vor 12 Jahren von H. Erdt- 
man gemachten Angaben iiber die Aktivierung der Innenfliissigkeit 
durch Zugabe der eingeéngten Aufenfliissigkeit — Befunde, die 
uns erst nach Beendigung dieser Versuche bekannt wurden — 
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wieder an Bedeutung. Dieser Zusatz zeigte einen aktivierenden 
EinfluB. Bei seinen folgenden Isolierungsversuchen glaubte er 
den Wirkstoff im Magnesium gefunden zu haben. Fiir uns ist es 
nun sehr interessant, daB Erdtman sich damals dahingehend 
jiuBerte, es sei vielleicht die Gesamtaktivierung mittels Fleisch- 
extrakt, Dialysat usw. nicht allein durch Magnesium bedingt. 
Die Aktivierung kénne ein sehr komplizierter Vorgang sein, fahrt 
er fort. Seine weit vorausschauenden Gedanken, die offensichtlich 
in Vergessenheit geraten waren, konnten erst 12 Jahre spiiter 
durch uns bewiesen werden. Damit ist iiber den komplizierten 
Mechanismus der Fermentwirkung sicher nicht alles gesagt. Die 
Magnesium-Koppelung an das Ferment kann im Rahmen dieser 
Arbeit nur gestreift werden. Unsere Protokolle der Tab. 1—4 
machen es wahrscheinlich, daB das Mg nur am Holo-Ferment 
seine aktivierende Wirkung entfalten kann, denn sonst hitten 
wir nicht eine* annihernde Proportionalitit der AktivierungsgriBe 
durch Mg bei dem Holo-Ferment (Werte vor Dialyse) und dem 
weitgehend inaktivierten Holo-Ferment (Werte nach der Dialyse) 
gesehen. Nur die wenigen restlichen Prozent des nicht dissoziierten 
Bales Ferments waren durch Magnesium beeinfluBbar. Wir hatten 
viel héhere Aktivierungswerte durch Mg nach der Dialyse erhalten 
miissen, wenn das Apo-Ferment durch Mg in seiner Wirkung 
gesteigert werden kénnte. Wir stellen uns vor, daB Co-Ferment 
das Apo-Ferment komplettiert und erst an diesem Molekiil das 
Magnesium seine Wirkung entfaltet. Erschwerend fiir die Be- 
urteilung des Wirkungsmechanismus der Nierenphosphatase ist 
ihre noch immer mangelhafte Isolierung und das Anhaften von 
Begleitstoffen, die als Hemmkérper dienen kinnen. Ferner ist 
nicht geklart, inwieweit das Enzym als lyo- oder desmo-Form 
vorliegt. Diese Fragen werden wir zweckmibiger erértern, wenn 
es uns gelungen ist, die Trennung des Holo-Ferments in Protein 
und prosthetische Gruppe vollstindig durchzufiihren. Wir 
hoffen hieriiber bald berichten zu kénnen. 


Zusammenfassung 
Ks wird auf dem Gebiet der Hydrolasen erstmalig iiber 
Trennung in Protein und prosthetische Gruppe berichtet. Sie 
betrifft die alkalische Nierenphosphatase, welche sich mittels 


| 2—tagiger Dialyse bis zu 91°/, in Apo- und Co-Ferment trennen 
+ und nach Zugabe desselben sich bis zu 96°/, des Ausgangswertes 
reaktivieren laBt. 
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Das Co-Ferment ist nicht mit Magnesium identisch. Parallel- 
ansdtze mit Magnesium zeigen, dab weitgehend inaktivierte Lésungen 
durch Co-Ferment entsprechend den Werten ohne Magnesium in 
ihrer Wirksamkeit gesteigert werden. Die bisher giiltige An- 
nahme, da8 das Magnesium das Co-Ferment der alkalischen Phos- 
phatase sei, ist damit hinfallig. 
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Die Frage der Spaltbarkeit von Methylglykosiden 
einiger synthetischer Zucker durch Sifmandel-emulsin. 
Emulsin XXXIX!) 

Von 


B. Helferich, W. W. Pigman und H. S. Isbell*) 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig 
und dem Nat. Bureau of Standards Washington) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1939) 


Die Frage der Spezifitat von Fermenten des SiBmandel- 
emulsins ist bisher nur an Glykosiden von in der Natur vor- 
kommenden Zuckern gepriift worden. In der vorliegenden Arbeit 
ist diese Priifung auf Derivate einiger synthetischer Zucker aus- 
gedehnt worden. Die Substanzen sind in Washington hergestellt 
worden, die Priifungen auf Spaltbarkeit durch SiiBmandel-emulsin 
wurden in Leipzig durchgefihrt. 

Zur Untersuchung kamen die Substanzen der Tab. 1: 

a-Methyl-d-gulosid (II) 
6-Methyl-d-gulosid (IIT) 
o«-Methyl-d-a-glucoheptosid (IV) 
8-Methyl-d-a-glucoheptosid 
a-Methyl-d-a-galaheptosid (VI) 


a-Methyl-d-lyxosid (VIID) 
6-Methyl-d-lyxosid 
OOH \OH OH 
—> <— 
| 
CH,OH CH,OH 
@-Methyl-d-glucosid. Il a-Methyl-d-gulosid. 


*) Der Lalor Foundation, Wilmington, Ver. St. v. Am., sind wir 
fiir die Gewihrung eines Stipendiums an Hrn. Pigman zu groBem Dank 
verpflichtet. 
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OH OH \ OH OH 

HO OCH, HO fr H 

| O 
CH,OH 
III 6-Methyl-d-gulosid. a-Methyl-d-«-glucoheptosid. 
\ OH OH \ OH OH 
H H H H 
H H 
HO” J OCH, HO > OCH, 
O O 
| 
V_ VI a-Methyl-d-«-galaheptosid. 
R = H—C—OH 
6H,OH 
* NX I\ 


oH, OH 
a-Methyl-d-mannosid. VIII a-Methyl-d-lyxosid. 
H H 
i 


IX §-Methyl-d-lyxosid. 


Die Nomenklatur. entspricht den Vorschlagen von Herrn 
Isbell?). Um jeden Zweifel auszuschlieBen, um weiter die stereo- 
chemischen Unterschiede klarer hervortreten zu lassen, sind in | 
einer Ubersicht die Strukturformeln (nach Haworth) wieder- | 
gegeben. Dabei ist zum Vergleich mit den Formeln II—VI die | 
Formel des f-Methyl-d-glucosids (I) mit angefiihrt und die Ande- p 
rungen gegen dieses jeweils durch Pfeile besonders kenntlich | 
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gemacht. Ebenso ist zum Vergleich mit den Lyxosiden (Formel VIII 
und IX) das a@-Methyl-d-mannosid (VII) zugefiigt. Die Substanzen 
der Formeln II—V enthalten den d-Gulose-Ring, Substanz Nr. VI 
den 1-Mannose-Ring, die beiden d-Lyxoside (VIII und IX) den 
d-Mannose-Ring. 

Wie aus den Daten der Tab. 2 hervorgeht, konnten trotz 
hoher Fermentkonzentration, trotz Verwendung auch yon ge- 
reinigten Fermentpriparaten und trotz langer Zeitdauer der Ver- 
suche in keinem Fall eine Spaltung sicher festgestellt werden. 
Bei Bewertung der Versuche ist zu bemerken, daf die Beob- 
achtung mit dem Rohferment durch Fiarbungen und Triibungen 
erschwert waren und daher mit einer etwas gréSeren Fehler- 
srenze als gewohnlich behaftet sind. 

Unter der Annahme einer Fehlergrenze von 0,2° bei polari- 
metrischer Verfolgung der Reaktion fiir die Rohfermentspaltungen, 
von 0,1° fiir die Reinfermentspaltungen haben wir, wie in friiheren 
Fillen, bei ,unspaltbaren“ Glykosiden*) eine Grenze der Reak- 
tionskonstante und der Wertigkeit ausgerechnet, unter der die 
Spaltbarkeit legen muB, falls sie iiberhaupt vorhanden ist. 

Um diese Zahlen, diese Grenzwerte zu beurteilen, seien die 
Wertigkeiten des in dieser Arbeit angewandten Rohferments und 
Reinferments gegen ein besonders langsam spaltbares Glykosid 
im gleichen Mabstab angegeben: 


Wertigkeit Rohferment gegen §-Methyl-d-xylosid . .. 171 x 107° 
Reinferment gegen das gleiche Substrat . . 521 x 10 


9 


(Auf das unerwartete Verhiltnis dieser beiden Zahlen soll 
erst In einer spiiteren Arbeit eingegangen werden.) Als Beispiel 
eines gut spaltbaren Glykosids sei das #-Methyl-d-glucosid zum 
Vergleich angefiihrt. Gegen dieses betriigt unter den gleichen 
Bedingungen die Wertigkeit W x 10° des Rohferments 40700, 
des Reinferments 550000. 

Besonders bemerkenswert ist das Ergebnis der Untersuchung 
bei den Lyxosiden, speziell dem «-d-Lyxosid (VIII). In ihm liegt 
der gleiche Ring vor wie in dem @-d-Mannosid (VII). Das Ver- 
hiltnis zwischen «-d-Mannosid und «-d-Lyxosid ist also das gleiche 
wie zwischen #-d-Glucosid und f-d-Xylosid oder zwischen den 
beiden d-Galaktosiden einerseits und den beiden entsprechenden 
l-Arabinosiden andererseits, An Stelle der endstiindigen CH,OH- 
Gruppe ist jedesmal in dem entsprechenden Pentosid Wasserstoff 
getreten. Bei den beiden l-Arabinosiden fihrt dies nicht zu einer 
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Aufhebung der Spa!tbarkeit durch die betreffenden Fermente des 
SiiBmandel-emulsins. Ja sogar die Hiéhe der Wertigkeit bleibt 
fast die gleiche wie gegeniiber den entsprechenden Hexosiden‘), 
Auch die Spaltbarkeit der #-d-Xyloside wurde bisher dadurch 
erkliirt, daB die f-d-Glucoside des SiBmandel-emulsins dafiir 
verantwortlich zu machen ist, wenn auch der Unterschied in der 
Spaltbarkeit zwischen Hexosid und Pentosid sehr groB ist‘). Fiir 
die a-d-Mannosidase des SiiBmandel-emulsins scheinen aber die 
Dinge anders zu liegen. Ersatz der endstindigen CH,OH-Gruppe 
macht das so entstandene «-d-Lyxosid fiir das Ferment un- 
angreifbar. 

Hierzu muB allerdings eine Einschrankung gemacht werden: 
Wenn die Spaltbarkeit der «-d-Lyxoside gegeniiber den «-d-Manno- 
siden in dem gleichen AusmafB niedriger liegt wie bei den 8-d-Xylo- 
siden gegeniiber den £-d-Glucosiden, so kann am Methyl-d-lyxosid 
nach den Methoden dieser Arbeit die Spaltbarkeit nicht fest- 
gestellt werden. Dazu wird es ndétig sein, mit mindestens ebenso 
hochwertigem Ferment an einem vielleicht leichter spaltbaren 
a-d-Lyxosid, also z. B. dem Phenol-lyxosid die Priifung zu 
wiederholen. 

Diese Wiederholung an Phenol-glykosiden der anderen in 
dieser Arbeit untersuchten Zucker kann naturgemiiB auch neue 
Resultate ergeben und wird daher eine wertvolle Erganzung 
dieser Arbeit darstellen. 


Tabelle 1 
rote Konzentration der 
BUCKET, Substratlésung der 
Glykosid Gleich- Forme] 
gewicht g ‘Vol (ecm) 
o-Methyl-d-lyxosid . + 59,4 — 13,8 0,192 14,92 Vill 
8-Methyl-d-lyxosid . — 128 — 13,8 0,183 14,92 IX 

H,0O') ... +109,4 | —26,4 0,498 | 14,92 I 
3-Methyl-d- 5 — 83,3 — 26,4 0,454 14,92 ll 
o-Methyl-d-a-gluco- 

heptosid’). . . . +111,5 | —20,2 0,393 | 14,92 IV 

heptosid’). . . . — 14,7 | -20,2 | 0,893 | 14,92 V 
«-Methyl-d-a-gala- 

heptosid’). . . . —14,0%] 0,393 | 14,92 VI 


*) Bestimmt fiir das Monohydrat des freien Zuckers. 
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*) Berechnet unter der Annahme einer Drehungsinderung (= Fehlergrenze) 
von 0,2° fiir Rohferment und 0,1° fiir Reinferment. Fiir die Kon- 
stanten sind Briggsche Logarithmen verwandt. 


Einzelheiten zu den Versuchen 


Fermentlésungen. 2,5 ¢ Rohferment’) wurden mit 100 ccm Wasser 
angertihrt und nach 24 stiindigem Aufbewahren im Kiihlschrank klar zentri- 
fugiert. (-Glucosidase-Wert [gegen Salicin §)] 1,05, Riickstand von 10,0 cem 
0,1908 g. 

3,0 g Reinferment’) wurden mit 100 ccm Wasser angeriihrt, nach 
20 stiindigem Aufbewahren im Kihlschrank klar zentrifugiert, 80 cem dieser 
Lésung mit 2,19 g Carboraffin C 15 Minuten lang geschiittelt und filtriert. 
5-Glucosidase-Wert [gegen Salicin 9,0; Riickstand von 10,0 cem 0,1066 g. 
Die Eigendrehung beider Fermentlésungen (Rohferment — 0,36, Reinferment 
—0,23) ist im « der Tab. 2 schon beriicksichtigt. 


Fiir die Spaltungsversuche mit den Glykosiden wurden je 2,0 ecm 
der Substratlésung in Acetatpuffer py, 5,0 (Konzentration etwa m/5) mit 
1,0 cem der Fermentlésung versetzt, bei 30,0° ¢ Minuten aufbewahrt und 
nach Zugabe von 0,2 g festem Kaliumearbonat die Drehung in der filtrierten 
Lésung bestimmt. Die Anfangsdrehung a, wurde bei jeder einzelnen 
Substratlésung bestimmt und aus ihr mit der bekannten spezifischen Drehung 
des Substrates und des zugrunde liegenden Zuckers (Tab. 1) die End- 
drehung ey, errechnet. Alle Drehungen der Tab. 2 sind fiir 2 dm-Rohr 


angegeben. 
Zusammenfassung 
Methyl-glykoside mit dem d-Gulose-Ring, dem 1-Mannose- 
Ring und dem d-Mannose-Ring (Lyxoside) wurden auf ihre Spalt- 
barkeit durch SiiBmandel-emulsin verschiedener Wirksamkeit unter- 
sucht. Das Ausbleiben einer sicher feststellbaren Spaltbarkeit 


Spaltbarkeit von Methylglykosiden einiger synthetischer Zucker usw. 59 
Tabelle 2 
Rohferment Reinferment 
Substrat 
Methyl- | |, | 10°) Mim, | | 10%] 10° 
«-d-lyxosid | +1,04|—0,22| 11090 +1,06 6,8 21 |11780/+1,00 3,0 | 56 
IX] @-d-lyxosid | —2,06 |—0,20 21430 —1,88 2,3 24 |21430/-2,00 1,1 | 21 
«-d-gulosid | +4,51|—0,92 21470 +4,61 7,4 21470 /+4,53 0,36 6,7 
III} 8-d-gulosid —3,28|—0,96 21430 —3,11 1,8 19 |11780 —3,31 1,6 | 30 
IV] a-d-e-gluco- | | | | 
heptosid . +4,00 | —0,66 21600 +4,20 0,88 9,2]11530);+4,03 | 0,80, 15 
V| 6-d-a-gluco- | | 
heptosid - | —2,60 | —0,66 | 21470 —2,40 | 2,2 | 23 11530 — 2,61 | 2,0 | 38 
VI| a-d-a-gala- | | | 
heptosid | —2,27 | —0,47 | 21600 — 2,10 | 2,4 (25 11530 | — 2,26 | 2,1 | 39 
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in allen diesen friiher noch nicht gepriiften Fallen erwies erneut 
die scharfe spezifische Einstellung der Glykosidasen des Siif- 
mandel-emulsins. 
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Stoffwechselversuche mit einigen methylierten 
niedermolekularen Dicarbonsduren 


Von 


Rolf Emmrich 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juli 1939) 


Nach Flaschentriger!’) u. a. wird Adipinsiure zu 50°/, un- 
verindert im Harn wieder ausgeschieden, Glutarsiure nach Baer 
und Blum?) dagegen nur in sehr geringer Menge. Bernsteinsiure 
verbrennt vollig [Longo’), Andersen‘), Flaschentrager und 
Bernhard), u.a.]; nur bei Zufuhr gréferer Mengen konnten 
Bernhard und Andreae®).im Harn ein wenig Bernsteinsiure 
wieder auffinden. Abbauprodukte wurden bei der Fiitterung von 
Adipinsiure im Harn nie gefunden; das wire nicht verwunderlich, 
wenn ihr verbrennlicher Anteil iiber die Bernsteinsiure abgebaut 
wiirde. Und dies scheint so zu sein; denn Flaschentriger und 
Bernhard®) isolierten aus Harn nach Zufuhr des Monoanilids 
der Sebacinsiiure und der Adipinsiure kleine Mengen Bernstein- 
siiure als Monanilid und Succinanil. Uber das Verhalten methy- 
lierter niederer Dicarbonsiuren im Stoffwechsel ist iberhaupt wenig 
bekannt, abgesehen von einer Untersuchung Baers und Blums 
beim Diabetiker. Es war zu yermuten, da sich die methylierten 
niederen Dicarbonsiuren im Stoffwechsel weitgehend wie die nicht- 
methylierten verhalten wiirden. (-stindige Methylgruppen sollen 
wohl in der Lage sein, den normalen Ablauf der Knoopschen 
p-Oxydation zu erschweren, sie verhindern ihn aber nicht [Kuhn 
und Livada’)]. 

An einen Hund verfiitterte d,l-f-Methyladipinsiure verhielt 
sich im Stoffwechsel ihnlich wie die Adipinsiiure, sie wurde bei 
einer Stoffwechselbelastung von 0,49 g/kg/Tag zu 61,6°/, un- 
verindert im Harn wiedergefunden. Kin Abbauprodukt konnte nicht 
gefaBt werden. Die aus dem Harn zuriickgewonnene -Methyl- 
adipinsiiure war ebenso wie die verfiitterte optisch inaktiv. 

In der #-Methyladipinsiure (I) ist durch die #-stiindige 
Methylgruppe von der einen Seite her der Abbau erschwert; 
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méglich ist deshalb eine £-Oxydation von der entgegengesetzten 
Seite, die dann zur f-Methylbernsteinsiure (Brenzweinsiure) 
als Zwischenprodukt fiihren miiBte. Im Harn konnte aber nach 
keine Brenzweinsiure aufgefunden 
werden. Es war daher zu vermuten, daB die Brenzweinsadure vom 
Organismus ebenso rasch weiter abgebaut werden wiirde wie die 
Bernsteinsiure selbst. Ich fiitterte nun die d,l-Brenzweinsiiure an 
einen Hund bei einer Belastung des Stoffwechsels mit 0,62 g/kg/Tag. 
Aus dem Harn wurde Brenzweinsiiure zu 43,8°/, unverdndert 
wiedergefunden. Bei der weiteren Aufarbeitung konnte indessen 
neben der Brenzweinsiure noch eine Substanz von viel héherem 
Schmelzpunkt abgetrennt werden, die sich als Methylfumarsiure 
(Mesaconsaure) (III) erwies. 

Es ist bekannt, daB der Abbau der Bernsteinsiiure iiber 
Fumarsiiure und Apfelsiure verliuft. Einbeck’) fand, daB im 
Muskelextrakt aus Bernsteinsiiure Fumarsiure gebildet wird, die 
dann im Organismus leicht in Apfelsiure itibergeht. Aber im 
Harn treten nach Fiitterung von Bernsteinsiure diese Zwischen- 
produkte nicht auf; wenn sie auch gut wasserléslich und daher 
nicht ganz leicht zu fassen sind, so spielt doch ihre groBe 
Abbaugeschwindigkeit dabei sicher die gréBere Rolle. Der Orga- 
nismus wird bei gréBerem Angebot neben einem vermutlichen 
oxydativen Abbau der Methylbernsteinsiure auch den Weg iiber 
die Dehydrierung waihlen, und da die Methylfumarsiiure an- 
scheinend viel schwerer weiter oxydiert werden kann als die 
Fumarsiure, erscheint sie im Harn. Knoop’) erwigt als erste 
Phase einer Fettsiureoxydation die Bildung einer e—f-ungesittigten 
Siure. Er hilt sie aber nur dort fiir bewiesen, wo nach beiden 
Seiten konjugierte Doppelbindungen diese Dehydrierung ver- 
anlassen oder erleichtern. Dies gilt sowohl fiir die Bildung der 
Fumarsiure aus Bernsteinsiure als auch fiir die Bildung der 
Zimtsiiure aus Phenylpropionsiure. In der 
liefert der Benzolkern die Doppelbindung an passender Stelle. 
Auch in der Methylfumarsiiure bzw. Methylbernsteinsdure ist die 
Doppelbindung nach beiden Seiten konjugiert. 

Neuerdings haben amerikanische Autoren, Carter, Osman, 
Levine, Gamm?), um den Vorgang der (/ - Oxydation 
niiher zu untersuchen, in (-Stellung methylierte und end- 
stiindig phenylsubstituierte niedere Fettsiuren im Stoffwechsel 
geprift, z. B. 

C,H,(CH,)x CHiCH,)CH, COOH = 0, 1,2. 
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Sie geben in der vorliegenden kurzen Mitteilung an, daB sie 
dabei auch ungesittigte Verbindungen erhielten, sagen aber iiber 
ibre Natur nichts aus. 

Ks ist nach all diesen Befunden sehr wahrscheinlich, daf 
das C,-Skelett im Organismus eine Sonderstellung einnimmt. 
Denn eine Debydrierung als erste Stufe des Fettsiiureabbaus 
ist bisher nur fir die C,-Kette direkt nachgewiesen. Wie weit 
lingere Kohlenstoffketten derselben Abbaureaktion unterliegen, 


wire noch eingehender zu untersuchen. 
I II COOH—CH,—CH—COOH 


| 
CH; CH, 


6-Methyladipinsiure Brenzweinsiiure 
HC—COOH HC—COOH CH, 
Mesaconsiiure Citraconsiure Itaconsiure 


Bei einer Stoffwechselbelastung von 0,412 g/kg/Tag wurde 
nach Fiitterung von Methylfumarsiure (Mesaconsiiure) (III) die 
Siure za 64°/, aus dem Harn unverindert zuriickerhalten. Die 
eine Methylgruppe in @- (bzw. 2)-Stellung erschwert demnach den 
Abbau erheblich. Es war nun wichtig zu priifen, wie sich die 
entsprechende cis-Form, die Methylmaleinsiure (Citraconsiure) (IV) 
verhalten wiirde. Von der Maleinsiiure wei8 man, daB sie in 


| groBer Menge, z. B. intravends 1,94 g/kg, einen Hund titen kann 
Aus diesem Grunde wurde zunichst eine verhiltnis- 
| mibig geringe Menge Citraconsiure verfiittert, 0,31 g/kg/Tag. Da 
_ sich keinerlei toxische Anzeichen einstellten, wurde an den gleichen 


Hund die doppelte Menge 0,62 g/kg/Tag verabreicht, ohne daB 


_ auch hier irgendwelche Besonderheiten im Verhalten des Tieres 
/ zu bemerken waren. Aus dem Harn wurde Citraconsiure im 
ersten Versuch zu 28,4°/,, im zweiten Versuch zu 44,25°/, un- 
_yeriindert wiedergewonnen. 


Bei der theoretischen Erérterung der Abbaufragen der Methy]- 


fumarsiiure bzw. Methylmaleinsiure lift sich einmal ein Abbau 
“zur Oxysiure in Betracht ziehen, der dem Abbau der Fumar- 
siure zur Apfelsiure entspriche, aber auch der folgende V—VII 


V —> CO,+CH,=CH-GH,-COOH (VI) —> CH,-CH=CH-COOH (VII) 


Ks findet keine Oxydation in f-Stellung statt, da die Methyl- 


gruppe hinderlich ist. Die Doppelbindung wandert zur Methyl- 
-gruppe der Seitenkette und itiber die Methylenbernsteinsiure 
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(Itaconsiure) (V) wird durch Abspaltung von CO, Vinylessigsiiure VI 
gebildet. Diese ist wenig bestindig und wandelt sich leicht in 
Crotonsiure VII um. Da bei den seither beschriebenen Versuchen 
im Harn keine Methylenbernsteinsiure gefunden wurde, aber das Ver- 
halten dieser Séure im Stoffwechsel von Wichtigkeit zu sein schien, 
wurde Methylenbernsteinsiure (V)verfiittert. Bei einer Stoffwechsel- 
belastung von 0,63 g/kg/Tag konnten 38,95°/, roh und (24,35°) ) 
rein aus Harn zuriickgewonnen werden. Bei der Aufarbeitung 
des Harnes trat ein Geruch ahnlich dem nach Crotonsiure auf, 
ohne daB es aber méglich war, ihre gewiB nur sehr geringe Menge 
zu erfassen. Sie ist ja im Stoffwechsel auch leicht verbrennlich, 
der Geruch stammt wohl nur aus solchen Mengen, die wihrend 
der Ausscheidung in der Niere gebildet werden. In vitro ist eine 
Umwandlung der drei Siuren, Mesaconsiure, Citraconsiiure und 
Itaconsiure ineinander ohne Schwierigkeiten méglich, z. B. durch 
Kochen mit 10°/, NaOH [Fittig und Mitarbeiter*)], wobei sich 
die Mesaconsiure als die bestiindigste erweist. Eine entsprechende 
Umwandlung im Organismus habe ich nicht beobachtet. Immerhin 
ist die Entstehung der Itaconsiiure zu erwiigen, ein Nachweis im 
Harn aber nicht zu fiihren, weil sie leichter verbrennlich ist und 
weil nach ihrer Bildung als Zwischenstufe der weitere Abbau 
wohl rasch von statten geht. 


Ubersicht: 
Unverindert | Tole- 
Verfiittert 
ausgeschieden 
g im |g/kg/Tag| roh | rein 
ganzen| in g in | in | in g 
6-Methyladipinsiure.} 16 | 0,49 | 70,2 | 61,56 | 0,15 
Methylbernsteinsiiure| 20 0,62 0,35 |1,2 °/, Methy!- 
| fumarsiiure 
Methylfumarsiiure. .| 20 0,41 75,4 | 64 0,10 — 
Methylmaleinsiure . 5 0,31 — (28,4 | 0,24 —~ 
20 0,62 — | 44,25] 0,35 
Methylenbernstein- | | 
siure......] 20 | 0,63 | 38,95 24,84] 0,37 si 
Versuchsteil 


6-Methyladipinsaure (I). Die im Handel befindliche $-Methyladipin- 
siure war nicht analysenrein. Durch vorsichtiges Erwiirmen im Vakuum 
konnte Bernsteinsiiure heraussublimiert und als Anhydrid bestimmt werden. 
Schmelzpunkt des Bernsteinsiiureanhydrids nach Umkrystallisieren au: 
Chloroform 119,5°. Daneben enthielt das Priparat Adipinsiure. Diese 
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wurde durch hiiufiges Fraktionieren aus Ather und Chloroform heraus- 
cefunden. Nach Umkrystallisieren aus Essigester Schmelzp. 150°. Misch- 
schmelzpunkt mit einer Adipinsiiure vom Schmelzp. 151—152° ergab 151°. 

Herr Dr. Neumann vom hiesigen Institut stellte aus dem kiuflichen 
Gemisch dankenswerterweise reine $-Methyladipinsiiure dar. Nach frak- 
tionierter Destillation im Vakuum und Auswahl der geeigneten Fraktionen 
reinigte er tiber die Kupfersalze. Fraktionierte Destillation und anschlieBend 
Umkrystallisieren aus Benzol allein gaben keine geniigend reine $-Methyl- 
adipinsiiure; die tiber die Kupfersalze gereinigte und dann aus Benzol um- 
krystallisierte 6-Methyladipinsiure hatte einen Schmelzpunkt von 92,5—94°. 


4,172 mg Subst.: 8,020 mg CO,, 2,830 mg H,O. 
C,H,,0, Ber. C5242 H7,56 Gef. C5243 H 7,62. 


Fiitterungsversuch: Hund ,,L“, 9, 16,4 kg, erhielt an zwei aufeinander- 
folgenden Tagen je 8g 6-Methyladipinsiure, 0,49 g/kg;Tag, mit Na-Bicarbonat 
nicht ganz neutralisiert, also noch schwach sauer, zu je 250 g gehacktem 
Pferdefleisch verfiittert. Dieses Futter wurde ohne weiteres gefressen und gut 
vertragen. Am Nachtag erhielt der Hund nur 250 g gehacktes Pferdefleisch. 

Harnaufarbeitung: Dem Harn des ersten Versuchstages war wenig 
Kot beigemischt. Der Harn wurde mehrmals salzsauer iiber Kieselgur 
filtriert und im Vakuum auf etwa 400 cem eingeengt. Der Harn vom zweiten 
Versuchstag und vom Nachtag, zusammen 800 ccm, wurde ebenfalls iiber 
Kieselgur filtriert und kongosauer im Vakuum auf 400 cem eingeengt. Beide 
Harne wurden getrennt aufgearbeitet, mit Ather ausgeschiittelt und dann 
im Extraktionsapparat mit Ather erschépft. Die Atherriickstinde wurden 
mit 2n-NaOH je 1 Stunde unter RiickfluB zerkocht. 0,04 g Unverseifbares 
wurde mit Ather abgetrennt. AnschlieBend wurde mit verdiinnter Schwefel- 
siiure kongosauer gemacht und Wasserdampf durchgeblasen. Die vereinigten 
Destillate wurden auf dem Wasserbad natronalkalisch eingeengt, diate: mit 
HCl angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt: 0,21 mg Trockenriickstand, 
aus dem nach Ausschiitteln mit viel Petrolither fe erhalten wurde. 
Aus den sauren Kolbenriickstiinden wurden erhalten als Rohausbeute: 


I. 5,12 g aus dem ersten Tagesharn, 
II. 6,11 g aus dem zweiten Tagesharn + Harn vom Nachtag 
zusammen 11,23 g 
I. Aus Benzol umkrystallisiert 4,56 g vom Schmelzp. 91—92°, 0,09 g 
vom Schmelzp. 85—87°. 
4,130 mg Subst.: 7,945 mg CO,, 2,780 mg H,0. 
C,;H,,0, Ber. C 52,47 H7,56 Gef. C 52,46 4H 7,53. 


If. Aus Benzol umkrystallisiert 5,62 g vom Schmelzp. 92° und 0,06 g 
vom Sehmelzp. 86—89°. In Essigester gelést, mit wenig Tierkohle gereinigt 


| und mit Petrolither ausgefiillt 5,05 g und 0,15 g. 


4,035 mg Subst.: 7,745 mg CO,, 2,730 mg H,0. 
C0, Ber. C 52,47 H 7,56 Gef. C 52,35 H 7,57. 
Verfiittert wurden 16 g §-Methyladipinsiiure. Rohausbeute aus Harn: 
g = 70,2°/,, reine §-Methyladipinsiure: 9,85 g = 61,6°/, der verfiitterten 
Menge. Schmelzp. 92—93,5°. Mischschmelzpunkt mit reiner §-Methyladipin- 
siiure 92—93,5°. 
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Eine ungesittigte Verbindung, die bei einer Dehydrierung der f-Methy- 
adipinsiiure hitte entstehen kénnen, wurde im Harn nicht nachgewiese), 

Fiitterungsversuche mit unreiner kiéuflicher Methyladipinsiure vyer- 
liefen ebenso; es eriibrigt sich daher ihre Beschreibung. 


d,l-«-Methylbernsteinsaure (II) (Brenzweinsiiure). Die kiufliche 
d,l-a-Methylbernsteinsiure hatte einen Schmelzpunkt von 116—117°. 


4,035 mg Subst.: 6,700 mg CO,, 2,230 mg H,O. 
C,H,O, Ber. C 45,48 H6,11 Gef. C 45,29 H 6,18. 


8 g des Priiparates wurden in 30 ccm Essigester gelist und mit Petrol- 
iither fraktioniert ausgefillt. Es lies sich neben Brenzweinsiure keine 
andere Substanz abtrennen, insbesondere keine Mesaconsiiure, auf die nach 
den Ergebnissen der Fiitterungsversuche besonders geachtet wurde. 

Fiitterungsversuch: Hund ,,L“, 9, 16,15 kg erhielt an zwei aufeinander- 
folgenden Tagen je 10 g d,l-c-Methylbernsteinsiure, = 0,62 g/kg/Tag. Die 
Siure wurde in wenig Wasser geliést und mit Na-Bicarbonat versetzt, aber 
nicht ganz neutralisiert, da Hunde das Futter schwach sauer lieber nehmen. 
Diese wiBrige Lésung wurde unter je 250 g gehacktes Pferdefleisch gemischt. 
Das Futter wurde tiglich in einer Portion gereicht und ohne weiteres ge- 
nommen. 

Harnaufarbeitung: 2510 cem im Stoffwechselkifig aufgefangener Harn 
wurde iiber Kieselgur filtriert, mit konzentrierter HCl kongosauer gemacht 
und im Vakuum auf 300 cem eingeengt. Nach 2maligem Ausschiitteln mit 
je 400 cem Ather wurde im _Extraktionsapparat mit Ather erschépfend aus. 
gezogen. Die vereinigten Atherausziige wurden auf dem Wasserbad auf 
etwa 300 cem eingeengt und mit einer wiBrigen KHCO,-Lésung alkalisch 
gemacht und mit Ather ausgeschiittelt; auf diese Weise wurden 0,18 g Un- 
verseifbares abgetrennt. Der wiibrige Anteil wurde wieder mit HCl kongo- 

sauer gemacht und mit Ather ausgezogen. Rohausbeute: 12,27 g. Diese 
12,27 g wurden mit 80 cem 2n-Schwefelsiiure 2 Stunden lang unter Riick- 
flu8 gekocht, dann wurde Wasserdampf durchgeblasen, bis das iibergehende 
Destillat nicht mehr lackmussauer reagierte. Das Destillat wurde NaQOH- 
alkalisch auf dem Wasserbad eingeengt, dann sauer mit Petroliither, 
anschlieBend mit Ather ausgezogen. Aus Petrolither Benzoesiiure. Der 
Destillationsriickstand ergab mit Ather extrahiert 9 g einer trockenen kry- 
stallisierten Substanz, die in Essigester gelést wurde und mit Petroliithe: 
daraus fraktioniert ausgefallt wurde. Dabei traten Fraktionen mit héherem 
und niederem Schmelzpunkt auf. Durch hiiufiges wiederholtes fraktioniertes 
Ausfiillen gelang es, eine Substanz vom Schmelzp. 200—201,5° zu isolieren, 
die mit Methylfumarsiiure keine Schmelzpunktsdepression ergab. 


4,380 mg Subst.: 7,380 mg CO,, 1,770 mg H,0. 

C,H,O, Ber. C 46,18 H 4,66 Gef. C 4601 H 4,52. 

Die Fillungen mit niedrigem Schmelzpunkt ergaben unveriinderte 
d,l-«-Methylbernsteinsiiure. Schmelzp. 107—109°. 

4,514 mg Subst.: 7,530 mg CO,, 2,450 mg H,0. 

C,H,O, Ber. C 45,43 H6,11  Gef. 45,48 H 6,07. 


Es blieben noch einige, mengenmiibig geringe, Mischfraktionen. Die 
Ausbeute an Methylfurmarsiiure (Mesaconsiure) betrug 0,241 g = 2,79/, der 
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isolierten 9g. Somit wurden aus dem Harn erhalten roh 43,8°/, der ver- 
fiitterten d,1l-a-Methylbernsteinsiure und, bezogen auf die verfiitterte Siiure- 
menge =1,2°/,, auf die im Stoffwechsel umgesetzte = 2,2°/, Methylfumarsiiure. 


Methylfumarsaure (III) (Mesaconsiiure). Fiitterungsversuch: Methyl- 
fumarsiure vom Schmelzp. 201—202° wurde an Hund ,,L“, 92, 16,15 kg, 
5 Tage lang gefiittert. 

Am ersten Tag 5 g, am zweiten Tag 6 g und am dritten Tag 9 g, zu- 
sammen 20 g in 3 Tagen, das ist 0,412 g/kg/Tag. Die tiigliche Siuremenge 
wurde mit Na-Bicarbonat nicht ganz neutralisiert, schwach sauer unter 250 ¢ 
cehacktes Pferdefleisch gemischt und in einer Portion verabreicht. Harn- 
menge: 2190 cem; dazu gesammelt Harn des folgenden Tages, 750 cem; bei 
Fiitterungsversuchen mit schwer verbrennlichen Substanzen darf man, wie 
wir aus anderen Versuchen wissen, den Nachharn nicht unbeachtet lassen. 

Harnaufarbeitung: Sie geschah wie im vorhergehenden Versuch. Nur 
wurde der Nachharn gesondert mit Ather extrahiert; dabei ging aber dies- 
mal nicht sehr viel in den Ather hinein, Atherextrakt deshalb mit Hauptmenge 
vereinigt. Zerkocht wurde mit 200 ccm 5°/,iger Schwefelsiure. Eine 
stiirkere Siiurekonzentration wurde vermieden, um eine mégliche Umlagerung 
der Siiure zu vermeiden. Unverseifbares 0,11 g. Rohausbeute an dtherlés- 
lichem Sdureriickstand 15,08 g. Diese 15,08 g wurden mit Tierkohle ge- 
reinigt und aus Wasser umkrystallisiert 12,84 g Methylfumarsiiure. Schmelz- 
punkt 200—202°. 


4,643 mg Subst.: 7,890 mg CO,, 1,930 mg H,O. 
C;H,O, Ber. C 46,13 H 4,66 Gef. C 46,34 H 4,65. 


Im Harn wiedergefunden 12,84 g Methylfumarsiiure = 64°), der ver- 
fiitterten Menge. 


Methylmaleinsaure (IV) (Citraconsiiure). — I. Versuch. Schmelz- 
punkt der verfiitterten Citraconsiiure 89—91° unter Zers. Fiitterungsversuch: 
Hund ,,L“,9, 16,0 kg, erhielt an 1'Tag 5 g Methylmaleinsiiure = 0,31 g/kg/Tag, 
mit 250 g gehacktem Pferdefleisch. Die Siiure war vorher mit Na-Bicarbonat 
nicht ganz neutralisiert worden. Der Hund fraf sofort auf und zeigte in 
seinem Verhalten keinerlei bemerkenswerte Erscheinungen. 375 cem Harn. 

Harnaufarbeitung: Der iiber Kieselgur filtrierte Harn wurde eben 
natronalkalisch im Vakuum ein wenig eingeengt, dann mit HCl kongosauer 
vemacht und mit Ather erschiépfend ausgezogen. Die vereinigten Ather- 
ausziige wurden auf dem Wasserbad bei 40—50° bis auf 100 ccm eingeengt 
und bis zur alkalischen Reaktion mit wiBriger KHCO,-Lésung versetzt. 
Mit Ather wurden 0,09 g Unverseifbares abgetrennt. Die Kalisalze wurden 
mit verdiinnter Schwefelsiure zerlegt; dann wurden mit Wasserdampf die 
tliichtigen Anteile tibergetrieben, bis das Destillat nicht mehr lackmussauer 
iiberging. Dabei ergaben sich etwa 8 Liter Destillat. Der Kolbenriickstand 
wurde mit Ather ausgezogen. Es blieb ein kleiner Gliger Riickstand, der 
vereinzelte Krystalle enthielt, die aber zu einer Identifizierung nicht aus- 
reichten. Das Destillat wurde mit Natronlauge gegen Phenolphthalein 
neutralisiert und auf dem Wasserbad auf 300 cem eingeengt. Dann wurde 
BaCl, zugegeben bis in einer Probe des Filtrates mit BaCl, nichts mehr 
ausfiel. Von abgeschiedenen Krystallen abgesaugt, beim Einengen weitere 
Fraktionen. Die erste Fraktion bestand zum Teil aus BaCQO,; durch Zer- 
leven mit HCl, Ausiithern und Fillen mit Petroliither aus der itherischen 
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Lésung konnten 0,06 g Citraconsiiure vom Schmelzp. 91—93° gewonnen 
werden. Aus der letzten Fraktion wurde nach dem Ansiuern durch 6fteres 
Ausschiitteln mit Petrolither die Benzoesiure entfernt. Durch Neutralisieren 
mit Baryt wurden noch 0,05 g citraconsaures Barium erhalten. Der Barium- 
gehalt der einzelnen im Vakuum bei 100° iiber P,O, sorgfiltig getrocknete: 
Fraktionen betrug 51,54, 51,50, 51,74, 51,75°/). 

BaC,H,O, Ber. 51,77. 


Ausbeute 0,06 g freie Siiure; 2,776 g Ba-Salz = 1,35 g¢ Siiure. Aus- 
beute insgesamt 1,42 g Citraconsiiure = 28,4°/, der verfiitterten Menge. 

II. Versuch. Fiitterungsversuch: Hund ,,L“ 9, 16,0 kg, erhielt 2 Tage 
lang je 10 g Citraconsiiure = 0,62 g/kg/Tag. Die Siure wurde wie bei den 
bisherigen Versuchen als Natriumsalz zu je Tag 250g gehacktem Pferde- 
fleisch gemischt. Der Hund fraB sein Futter sogleich auf und zeigte keinerlei 
Sonderheiten. Harn: 1230 cem, Harn vom Nachtag: 470 cem. 

Harnaufarbeitung: Der tiber Kieselgur filtrierte Harn wurde mit wiil}- 
rigem Baryt versetzt; von ausgeschiedenen Bariumsalzen wurde abgenutscht. 
Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad eingeengt, im Vakuum schiumte 
es zu stark. Nach Einengen auf 900 ccm erneute Fiillung mit Baryt, weiter 
eingeengt, wieder gefallt usw., bis mit Baryt keine Fillung mehr eintrat. 
Das Filtrat enthielt aber — auf Grund einer kleinen Probe, — immer noch 
Citraconsiiure. Nun wurden die vereinigten Niederschliige und das Filtrat 
mit HCl kongosauer gemacht und mit Ather erschépfend ausgezogen. Die 
vereinigten Atherausziige wurden auf dem Wasserbad bei 40—50° bis auf 
etwa 200 cem eingeengt und mit einer gesiittigten wiBrigen Barytlésung 
gegen Phenolphthalein neutralisiert. Dabei fiel sogleich das schwerlésliche 
Bariumsalz der Citraconsiure aus. Ebenso wurde durch Fiillen mit Baryt- 
lésung auf die Vollstindigkeit der Atherextraktion des restlichen Harnes 
gepriift. 

Es wurden erhalten: 16,26 g citraconsaures Barium. 


35,200 mg Subst.: 30,910 mg BaSQ,. 

BaC,H,0O, Ber. Ba 51,77 Gef. Ba 51,68. 
Als weitere Fraktion 1,54 g citraconsaures Barium. 
24,110 mg Subst.: 21,115 mg BaSQ,. 

BaC,H,O, Ber. Ba 51,77 Gef. Ba 51,53. 


Zur Analyse wurden die Bariumsalze iiber Phosphorpentoxyd im 
Exsiceator bei 100° sorgfiltig getrocknet. 

Das Filtrat der Barytfillung wurde mit verdiinnter Schwefelsiiure 
kongosauer gemacht und mit Wasserdampf behandelt. Aus dem Wasser- 
dampfdestillat wurde Benzoesiure erhalten, ferner wenig Citraconsiure: 
0,13 g, Schmelzp. 81—83°, Mischschmelzpunkt mit Citraconsiiure 81—91’. 
Aus dem Kolbenriickstand wurde nach Extraktion mit Ather eine geringe 
Menge schmierig 6liger Substanz zuriickbehalten. Es wurde mit Benzo! 
ausgekocht, zuriick blieben Krystalle yom Schmelzp. 183—187° als unldslich. 
Hippursiure. Aus dem Benzolléslichen blieben nach Abdunsten des Benzols 
Ol und Krystalle. Auf Ton ausgestrichen, 0,06 g Krystalle, Schmelzp. 9! 
bis 120°, Benzoesiiure. Aus der Mutterlauge noch einige wenige mg vom 
Schmelzp. 182—184°. 
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Ausbeute zusammen 17,80 g citraconsaures Barium, entspricht 8,72 ¢ 
Citraconsiiure. Insgesamt: 8,85 g Citraconsiiure = 44,25°/, der verfiitterten 
Menge. Aus dem Bariumsalz dargestellte Citraconsiiure hatte einen Schmelz- 
punkt von 85—89°; Mischschmelzp. 85—92°. 


Methylenbernsteinsaure (V) (Itaconsiiure). Fiitterungsversuch: Die 
verfiitterte Itaconsiure hat einen Schmelzpunkt von 161—163°. Hund ,,L“ 9, 
15,57 kg, erhielt an zwei aufeinander folgenden Tagen je 10 g als Natrium- 
salz zu 250 g gehacktem Pferdefleisch. Diese Menge wurde ohne weiteres 
vertragen. Stoffwechselbelastung: 0,63 g/kg/Tag. Harnmenge: 1790 cem, 
Harn vom Nachtag 390 cem. 

Harnaufarbeitung: Der iiber Chloroform aufbewahrte und iiber Kieselgur 
filtrierte Harn wurde eben natronalkalisch auf dem Wasserbad bis auf etwa 
400 cem eingeengt. Mit HCl kongosauer wurde der Harn 6mal mit reich- 
lich Ather ausgeschiittelt. Der restliche Harn wurde nach Aussalzen mit 
NaCl im Extraktionsapparat mit Ather ausgezogen, bis nichts mehr in den 
Ather iiberging; dies war nach 4 Tagen der Fall (Itaconsiiure ist in Ather 
schwer léslich). Beim Ansiuern und dann beim <Ausschiitteln trat ein 
Geruch wie nach Crotonsiure auf. 

Die vereinigten Atherausziige wurden auf 200 cem eingeengt und mit 
Kaliumbicarbonat alkalisch gemacht. Das Unverseifbare wurde mit Ather 
abgetrennt, 0,19 ¢ braunes Ol. _Die Kalisalze wurden mit Schwefelsiiure 
zerlegt und dann wurde Wasserdampf durchgeblasen. Das Destillat wurde 
auf dem Wasserbad natronalkalisch eingeengt; nach Ansiiuern wurde mit 
Petroliither die Benzoesiiure abgetrennt und mehrmals mit Ather ausgezogen, 
wenig braunes Ol. 

Der Kolbenriickstand wurde wieder erschépfend mit Ather ausgezogen. 
Rohausbeute an iitherléslichem Riickstand: 7,79g. In Wasser gelést wurde mit 
Tierkohle behandelt und mit wibriger Barytlésung gegen Lackmus neutrali- 
siert. Nach Einengen auf dem Wasserbad mehrere iKrystallfraktionen, die 


jeweils mit wenig heiBem Wasser und mit wenig heiBem Methanol gewaschen 


wurden. Methanolische Waschfliissigkeit gesondert aufgefangen. Die letzte 
rraktion, etwa 20 ccm, mit Methanol gefiillt und Filtrat mit Waschmethanol 
vereinigt. Die erste Fraktion enthielt wieder BaCO,, wurde mit HCl zerlegt 
und sehr oft ausgeiithert: 1,615 g Itaconsiiure. Schmelz. 160—165,5°. 

4.350 mg Subst.: 7,400 mg CO,, 1,890 mg H,0. 


C5H,0, Ber. C 46,13 H 4,65 Gef. C 46,38 H 4,86. 


Da die Bariumsalze der iibrigen Fraktionen keine eindeutigen Analysen 
ergaben, wurden daraus wieder die Siiuren dargestellt. Ausbeute insgesamt: 
871 g reine Itaconsiiure. Schmelzp. 160—161°. 

4,730 mg Subst.: 8,020 mg CO,, 1,990 mg H,0O. 

C,H,O, Ber. C 46,13 H 4,65 Gef. C 46,24 H 4,73. 


Zusammenfassung 

1. Im Fiitterungsversuch am Hund verhiilt sich d,1-9-Methyl- 
vdipinsiure ihnlich wie Adipinsiiure, sie erscheint zu 61,6°/, 
\ieder unveriindert im Harn. 
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2. d,l-a-Methylbernsteinsiiure ist viel schwerer verbrennlic): 
als Bernsteinsiiure. Sie ergibt im Fiitterungsversuch bei einer 
Stofiwechselbelastung von 0,62 g/kg/Tag im Harn neben unver- 
inderter d,l-a@-Methylbernsteinsiure 2,2°/, Methylfumarsiure. 
(Mesaconsiiure) bezogen auf die umgesetzte Menge. 


3. Verfiitterte Methylfumarsiure, Methylmaleinsiure und 
Methylenbernsteinsiiure werden bei den angewandten Stofiwechsel- 
belastungen zum groBen Teil im Harn unverindert wieder ausge- 
schieden. Dabei verbrennt die Methylenbernsteinsiure noch am 
besten. Methylmaleinsiure ist, zu 0,62 g/kg/Tag per os gegeben, 
beim Hund vollig ungiftig. 
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Uber Vorkommen und Eigenschaften des Lactationhormons 
Von 
E. Rabald und H. E. Voss 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Wissenschaftlichen Forschungslaboratorium der C. F. Boehringer & Sochne G.m.b. H., 
Mannheim-Waldhof) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1939) 


Uber Vorkommen und Eigenschaften des Lactationhormons 


Seit den grundlegenden Arbeiten von Stricker und Grueter 
(1928) tiber das Vorhandensein eines die Lactation auslésenden 
Wirkstoffes im Hypophysenvorderlappen sind in rascher Folge 
zahlreiche Untersuchungsergebnisse veréffentlicht worden, die wich- 
tige Tatsachen iiber die Extraktionsmethoden, die biologische 
Auswertung, die Beziehungen zu anderen Hormonen und auch 
iiber die klinische Anwendung des Lactationshormons kennen 
gelehrt haben. ‘Trotzdem sind wir iiber die chemischen und 
physikalischen Eigenschaften dieses Hormons, des Prolactins, 
noch verhiltnismaBig schlecht unterrichtet und erst in der aller- 
jiingsten Zeit haben einige, weiter unten niher zu besprechende 
Arbeiten auch auf diesem Gebiet eine gewisse Aufklirung gebracht; 
cerade im Zusammenhang mit diesen Arbeiten méchten wir die 
Ergebnisse unserer chemischen und physikalischen Analyse des 
Lactationshormons mitteilen. 

Daneben bedarf noch ein zweiter Punkt der Aufklirung, 
nimlich die Frage, ob der Hypophysenvorderlappen die 
einzige Quelle fiir die Gewinnung des Lactationshormons 
darstellt oder ob auch andere Ausgangsmaterialien dafir in 
Betracht kommen. Bei der verhiltnismiBig geringen Ausbeute 
aus den ja nur in mehr oder weniger beschrinkter Zahl zur 
Verfiigung stehenden Hypophysenvorderlappen der Schlachttiere 
hatte diese Frage naturgemiB ein groBes praktisches Interesse. 
Die diesbeziiglichen Untersuchungen richteten sich, augenschein- 
lich beeinfluBt durch die vorausgegangenen Forschungen iiber die 
gonadotropen Hormone des Hypophysenvorderlappens, zuniichst 
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mal auf die Placenta als Ausgangsmaterial, und es gelanz 
Ehrhardt (1936) tatsichlich, in Placentaextrakten, und zwar 
vornehmlich aus unreifen Placenten, das Vorhandensein des Lac- 
tationshormons in nicht unerheblicher Menge nachzuweisen; trotz- 
dem laBt die Seltenheit des Ausgangsmaterials eine praktischie 
Verwertung dieses interessanten Befundes kaum zu. Auf eine 
weitere Quelle machten als erste Geschickter und Lewis (1936) 
aufmerksam: sie konnten in der Kuhmilch bis 14 Tage nach 
dem Kalben Prolactin, allerdings in geringen Mengen feststellen; 
daf sie das Prolactin auch in Extrakten aus Kuheutern*) und aus 
Brustdriisenadenomen der Frau fanden, sei hier nur nebenbei er- 
wihnt. In einer soeben erschienenen Arbeit berichtet Baratz (1935), 
daf er in der Milch von Wochnerinnen bis zum 8. Tag nach der 
Geburt mit dem Riddleschen T'aubentest Prolactin nachweisen 
konnte, wobei der Gehalt an Lactationshormon am 3.—5, Tag 
am héchsten war; die Menge der den Tauben unverarbeitet inji- 
zierten Frauenmilch betrug 9—29 g, doch enthilt die kurze Mit- 
teilung leider keine Angaben dariiber, welches die geringste noch 
wirksame Milchmenge war. Bedeutungsvoller erscheint die Ent- 
deckung des Prolactins im Harn von Wochnerinnen durch 
Lyons und Page (1935): sie fanden in Acetonextrakten aus dem 
24 Stunden-Harn von Frauen 4—13 Tage nach der Geburt 
mindestens soviel Prolactin, wie man aus einem Rindervorder- 
lappen extrahieren kann. Zu ihnlichen Ergebnissen gelangten 
Langecker und Schenk (1936), die in 1,5 Litern Harn lactieren- 
der Frauen soviel Lactationshormon feststellten, wie in 1,8 g Rinder- 
vorderlappen. Auch Szarka (1936) gelang die Darstellung von 
Prolactin aus Wéchnerinnenharn, doch konnte aus seiner kurzen 
Mitteilung nichts iiber die Héhe der Ausbeuten entnommen werden. 
Hoffmann (1936) fand nachweisbare, aber dennoch verhiltnis- 
mibig geringe Mengen des Lactationshormons im Wochnerinnen- 
harn vom 2.—3. Wochenbettage an, wihrend vor der Ent- 
bindung in den entsprechenden Harnmengen kein Prolactin nach- 
gewiesen werden konnte. Interessant ist es, daB der gleiche 
Untersucher (Hoffmann 1937) bei Hypogalactie im Wochen- 
bett im allgemeinen kein Prolactin im Harn fand oder jedenfalls 


*) Auch wir haben, ohne Kenntnis dieser amerikanischen Ergebnisse, 
Kuheuterextrakte auf ihren Prolactingehalt untersucht, fanden aber kein 
Prolactin in ihnen; doch mag das daran liegen, daB die Amerikaner viel- 
leicht Euter frisch gekalbter Kiihe verarbeitet haben, wiihrend es sich bei 
uns wohl nicht um solche gehandelt haben diirfte. 
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nur viel geringere Mengen als bei Frauen mit ausreichender 
Milchbildung. In unabhangigen gleichzeitigen Untersuchungen 
stellte Tesauro (1936) fest, daB die intraperitoneale Injektion 
von 40 ccm unverarbeiteten Wéchnerinnenharnes (8 Tage zu 5 ccm) 
hereits eine deutliche positive Reaktion der Kropfdriise bei der 
Taube auslést; auch mit Extrakten aus Harn von Wochnerinnen 
‘teils Acetonextrakte, teils nach der Katzmannschen Wolfram- 
siiure-Methode fiir Prolan behandelte Harne) hatte Tesauro gute 
Resultate, doch gibt er keine Harniiquivalente seiner Extrakte an; 
immerhin erscheinen ihm seine Ausbeuten an Prolactin aus Wéch- 
nerinnenharn so gut, daB er die praktische Verwertbarkeit seiner 
Befunde in groBbem MaBstab fiir aussichtsvoll hilt. Tesauro 
konnte iibrigens die Gegenwart des Prolactins auch im Blut- 
plasma von Wéchnerinnen nachweisen (positiver Taubentest 
mit 6—10 ccm Plasma). 

Von allen bisher vorgeschlagenen Ausgangsstoffen fiir das 
Prolactin erscheint somit, abgesehen vom Hypophysenvorderlappen, 
der Wochnerinnenharn am aussichtsreichsten, doch muB bei den 
Befunden im Harn folgendes beriicksichtigt werden. Sicher waren 
bei allen diesen Untersuchungen die harnspendenden Frauen nach 
dem Gesichtspunkt der besten Milchleistung ausgesucht, weil man 
bei solchen am ehesten den Ubertritt iiberschiissigen Lactations- 
hormons in den Harn erwarten konnte; Tesauro unterstreicht 
ausdriicklich die ,buona portata lattea“, die gute Milchleistung 
seiner Harnspenderinnen. Man wird also nicht fehlgehen, wenn 
man die von den genannten Untersuchern gefundenen Ausbeuten 
als optimale Werte betrachtet, die bei einem Mischharn von 
nicht ausgesuchten Wochnerinnen sicher nicht erreicht werden 
diirtten. Es bedarf also noch eingehender Untersuchungen vieler 
Harne, bevor man iiber die Ausbeuten ein abschlieBendes Urteil 
wird abgeben kénnen. So gut wie gar nicht untersucht ist ferner 
(ie Frage, wie lange die Prolactinbildung und seine Ausscheidung 
im Harn der Stillenden anhalt; es erscheint theoretisch durchaus 
méghich, daB sie nur in den ersten Wochen wirklich ergiebig ist, 
wihrend spiiter, nach erfolgter Ingangsetzung der Milchsekretion, 
eine sehr geringe Prolactinbildung vereint mit dem mechanischen 
Reiz des Saugens geniigen kénnte, um die Lactation aufrecht zu 
erhalten.*) Auch diese Verhiiltnisse kiénnen fiir die Gewinnung 


*) Hinweise in dieser Richtung findet man in den Untersuchungen von 
I. P.Reece u.C.W.Turner|Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. (Am.) 35, 367 (1936)] 
‘ocr den KinfluB des Siugens auf den Prolactingehalt der Rattenhypophyse. 
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des Lactationshormons aus Wéchnerinnenharn praktisch von gréBtcr 
Bedeutung sein. Legt man die besonders giinstigen Ausbeuten 
von Tesauro zugrunde, so kann man mit etwa 25 Tauben- 
einheiten (TE) Prolactin pro Liter Harn, also mit einer Tages. 
ausscheidung von 40—50 TE je Wéchnerin rechnen, eine Menge, 
die nach den Angaben in der klinischen Literatur nicht geniigen 
diirfte, um den therapeutischen 'l'agesbedarf einer Wéchnerin mit 
ungeniigender Milchleistung voll zu decken! Unter solchen Um- 
stiinden kann auch der Wochnerinnenharn kaum als eine ergiebige 
und dem praktischen Bedarf geniigende Quelle fiir die Darstellung 
des Lactationshormons betrachtet werden. 

Auf der Suche nach einem geeigneteren Ausgangsmaterial 
wandten wir uns der Leber von Schlachttieren zu und priiften 
sie auf das Vorhandensein von Lactationshormon. Wir unter- 
suchten Lebern von erwachsenen Rindern, Schweinen und Pferden, 
ohne daB eine Sichtung nach Geschlecht oder Alter der Tiere 
vorgenommen wurde. Eine Nichtberiicksichtigung des Geschlechts 
war insofern berechtigt, als wir bei Darstellung des Prolactins 
aus Hypophysenvorderlappen die Erfahrung gemacht hatten, dab 
auch im Farrenvorderlappen Prolactin vorhanden ist, wenn auch 
vielleicht in etwas geringeren Mengen, als im Vorderlappen von 
Kiihen. Das Extraktationsverfahren, das sich im _ wesentlichen 
auf die Erfahrungen bei Darstellung des Prolactins aus Hypo- 
physenvorderlappen griindete, ist weiter unten beschrieben. Die 
Auswertung erfolgte mit dem Riddleschen Taubentest, wobei es 
sich uns als praktisch brauchbar erwiesen hat, folgende 3 Ab- 
stufungen der Wirkung zu unterscheiden. 

1. Negativ: Keine Veriinderungen des Kropfes. 

2. Positiv: Beginnende Verdickung des Kropfes, gute Durch- 
blutung, haufig schon geringe Kropfmilchmengen vorhanden. 

3. Stark positiv: Starke Verdickung des Kropfes, im all- 
gemeinen reichlich Kropfmilch. 

Als Einheit haben wir die Stufe 2 angenommen; 
diese erreichten wir, wie hier zum Vergleich angefiihrt sei, mit 
unseren durchschnittlichen Prolactinzubereitungen aus Hypophysen- 
vorderlappen mit einer Menge von 1 mg des Extraktes*). Es mub 
ausdriicklich betont werden, die Injektionen (1 mal tiiglich 


*) Unsere reinsten Extrakte aus Hypophysenvorderlappen ergaben 
die TE bereits in 0,25 mg; Lyons (1936/37) und ebenso White, Catchpoh 
u. Long (1937) geben 0,1 mg als siedenden Wert fiir die TE an, wenn sie, 
wie wir, intermuskuliir injizierten. 
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an vier aufeinanderfolgenden Tagen) stets in die Brustmuskulatur 
der Tauben erfolgten, wobei subcutane Injektionen und gar in 
die Nihe des Kropfes peinlichst vermieden wurden, da diese be- 
kanntlich um ein Vielfaches stirker wirken und daher einen héheren 
Prolactingehalt vorzutiiuchen geeignet sind (Voss, 1937). Zur 
Sicherung der makroskopischen Beurteilung haben wir in zweifel- 
haften Fallen eine histologische Untersuchung der Kropfdriise 
angestellt und auBerdem stets auch einen Abstrich der Kropf- 
schleimhaut mit Sudan IIT — Himatoxylin gefirbt, der in 
positiven Fallen ein charakteristisches Bild mit zahlreichen Epithel- 
zellen aufweist, in denen die Verfettung durch das Vorhandensein 
sleichmiBig verteilter feiner Trépfchen mit Sudan leuchtend orange 
gefiirbten Fettes unverkennbar angezeigt ist (Fig. 1). Eine solche 
Untersuchung des Schleimhautabstriches ist wenig zeitraubend 
und bewahrt in manchen Fiillen vor Fehldiagnosen: so enthilt 
z. B. bei Tauben, die im Laufe der letzten 24 Stunden vor der 
Tétung gehungert haben, der Kropf nicht selten eine weiBliche, 


Fig. 1 Fig. 2 


Fig. 1 


_ . Positiver‘‘ Abstrich der Kropfschleimhaut einer Taube, die mit 5 mg Prolactin aus Leber 


intramuskulér injiziert wurde: Die Zellgrenzen sind fast vollkommen aufgelést, die Masse 
enthalt zahlreiche Fett-Trépfchen (schwarz). Sudanfirbung, VergréBerung etwa 800 


Fig. 2 
» Negativer‘* Abstrich der Kropfschleimhaut einer unbehandelten Taube, die 24 Stunden 
vor der Tétung gehungert hatte: Die Zellgrenzen der zahlreichen Epithelzellen sind deutlich, 
die Zellen enthalten keine Fett-Trépfchen. Sudanfiirbung, VergréBerung etwa 800 


mehr oder weniger kriimelige oder zihfliissige Masse, die in ihrem 
Aussehen stark an Kropfmilch erinnert. Untersucht man diese 
Masse im sudangefiirbten Ausstrichpriiparat, so findet man zahl- 
reiche Epithelzellen, die aber die fiir die echte Kropfmilch typische 
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Verfettung vermissen lassen (Fig. 2). Diese Pseudo-Kropfmilc) 
kann also nicht als Zeichen einer positiven Reaktion geweriet 
werden*), 

Wir fanden die Leberextrakte, soweit die Organe von 
Rindern oder Schweinen stammten, im T'aubenkropftest positiy, 
wenn die injizierte Extramenge nicht unter 5 mg lag; da dic 
Extraktausbeute aus Frischleber im Durchschnitt etwa 0,5 ¢ kg 
betrug, so entsprechen also diese 5mg des Extraktes 10,0 ¢ 
Frischleber. Die Hypophysenvorderlappenextrakte waren, wie oben 
erwihnt, im Durchschnitt in 1 mg, entsprechend etwa 1,0 g Frisch- 
hypophyse wirksam, was einem Gehalt von 1,000 TE Prolactin 
pro kg Frischhypophyse entspricht; demgegeniiber findet man in 
der Leber von Rindern und Schweinen im Durchschnitt einen 
Gehalt von etwa 100 TE pro kg Frischleber. Dieser scheinbar s0 
groBe Unterschied in den Ausbeuten pro Kilogramm wird durch 
die gréBere Zugiinglichkeit des Lebermaterials wettgemacht. Das 
Gewicht der Leber eines ausgewachsenen Rindes diirfte im Durch- 
schnitt 5 kg betragen, die Ausbeute an Prolactin aus dieser Leber*’) 
somit 500 TE; dagegen wiegt der Hypophysenvorderlappen eines 
solchen Rindes etwa 4,5 g im Durchschnitt, was einer Ausbeute 
von 4—5 TE entspricht: Somit ist die Ausbeute pro Rind bei 
der Leber etwa 100mal gréfSer als bei der Hypophyse. 

Wihrend also die Extraktion von Rinder- und Schweineleber 
positive Ergebnisse zeitigte, fielen die Versuche mit Pferde- 
leber durchgehend negativ aus, selbst wenn bedeutend héhere 
Frischleberiiquivalente testiert wurden. Es ist sehr méglich, dali 


*) Nachdem wir diese Methode der Kropfschleimhaut-Abstriche schon 
seit Jahren mit Erfolg anwandten, wurden wir auf eine Arbeit von Valle (1937) 
aufmerksam, der, unabhiingig von uns, in dihnlicher Weise vorgeht: Valle 
legt eine Kropffistel an und fiihrt die Abstriche am lebenden Tier aus, das 
er auf diese Weise mehrfach fiir Testierungen benutzen kann. Uns will 
es scheinen, als ob das Abstrichbild allein, ohne die zugehérige autop- 
tische Untersuchung des Kropfes, kein geniigend sicheres Kriterium fir 
die Wertung eines Versuches darstellt, besonders auch keine quantitativen 
Schliisse 

**) Die Frage, ob es sich bei den aus Leber gewonnenen lactation: 
férdernden Stoffen um das gleiche Prolactin handelt, wie es aus Hypo- 
physenvorderlappen dargestellt wird, ist weiter unten behandelt; hier sind 
sie zuniichst als identisch angenommen. Das erscheint um so berechtigter, 
als diese Stoffe auch am Siugetier (Meerschweinchen) in der gleichen Weise 
wirksam sind wie das Prolactin aus Hypophysenvorderlappen; entsprechende 
Versuche, tiber die eine von uns (Voss, 1937) berichtet hat, waren zum 
Teil mit Zubereitungen aus Leber angestellt worden. 
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dieser negative Ausfall davon abhiingig ist, daB das Pferdeleber- 
material durchweg von alten Tieren oder von erkrankten Tieren 
stammte, denn bekanntlich findet eine Schlachtung gesunder 
jingerer Pferde nur in seltenen Ausnahmefiillen statt. Diese 
Annahme wird durch die Tatsache unterstiitzt, daB wir in der 
Leber kranker Rinder (schwere Tbc) ebenfalls keine lactation- 
f6rdernden Substanzen feststellen konnten. 

Fiir die Zubereitung der Wirksubstanzen bedienten wir uns 
der folgenden, an die Versuche von Riddle und Bates angelehnten 
Methode: 


20 kg Leber werden im Wolf zerkleinert und kommen dann in ein 
ExtraktionsgefaiB, in welchem sich 30 Liter 70°/,iger Alkohol befinden, der 
durch Zusatz von Natronlauge auf ein pg von 9,5 eingestellt worden ist. 
Es wird verschiedentlich gut durchgeriihrt und alle 2 Stunden das pg ge- 
priift, wobei event. durch Zusatz von frischer Natronlauge das py wieder 
auf 9,5 gebracht wird. Ist dieses 5 Stunden lang konstant geblieben, so 
wird durch eine Filterpresse filtriert und das Filtrat durch Zugabe von 
Salzsiiure auf ein py 5,5—6 eingestellt. Dann wird hochprozentiger Alkohol 
zugegeben, bis der Alkoholgehalt der Fliissigkeit 90°/, betriigt. Nun wird 
die Flissigkeit zur Abscheidung der Wirksubstanzen bei guter Kiihlung 
24 Stunden sich selbst iiberlassen. Danach wird abzentrifugiert und der 
Riickstand in Wasser von py 9,5 aufgelést. Diese Lésung wird mit Salzsiiure 
bei py 5,5—6 ausgefillt. Ks wird erneut abzentrifugiert und der Riickstand 
mit 96°/,igem Alkohol und 100°/,igem Aceton gewaschen. Die so gewonnenen 
und im Exsiccator getrockneten Extrakte zeigen schon eine gute Wirksam- 
keit. Man kann sie noch weiter dadurck reinigen, daf man sie mit Kis- 
essig mischt, zentrifugiert und das dabei gewonnene braune Filtrat mit der 
10—20fachen Menge von trockenem Athylither fillt. Er werden dabei 
weibe flockige Niederschlige erhalten, die mit trockenem Aceton gewaschen 
und im Exsiccator véllig getrocknet werden. Bei dieser Aufarbeitung 
gelingt es jedoch nicht, die Essigsiiure vollkommen zu entfernen, so dab 
diese Pricipitate zwar gut wirksam, aber wenig haltbar sind. 


Die am 'Taubenkropf wirksamen Substanzen aus Leber gleichen 
weitgehend den aus Hypophysenvorderlappen gewonnenen. Der 
Stickstoffgehalt des Hypophysenvorderlappenprolactins betrigt 13,8, 
bei dem aus Leber gewonnenen 13,7, der Kohlenstofigehalt 48,3 
baw. 47,0, der Wasserstoffgehalt 7,2 bzw. 6,9°/,. Beide Produkte 
enthalten fast immer noch etwa 2°/, Asche. Den Ausfall der 
verschiedenen KiweiBreaktionen zeigt die folgende Tab. 1. 

Bei der Elektrophorese wandern sowohl die Wirkstofie aus 
Leber, als auch die aus Hypophysenvorderlappen zur Kathode. 

Vergleicht man die Angaben der neuesten chemischen Unter- 
suchungen des Prolactins mit unsern Befunden, so findet man 
eine weitgehende Ubereinstimmung, wie aus der nachstehenden 
lab. 2. ersichtlich. 
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Tabelle 1 
Extrakt aus Extrakt 
Reaktion Hypophysen- aus 
vorderlappen Leber 
Biuretreaktion. “- + 
Xanthoproteinreaktion. ......... + + 
Millonsche Reaktion. .......... + 4 
Diazoreaktion. . ++ + + 
Reaktion nach Andamkiewicz- Hopkins. 
Tryptophan—Formaldehyd-Reaktion . . . . 
Argininreaktion . . ? ? 
Reaktion von Molisch auf Kohlenhydrate + + 
Tabelle 2 
White, 
Catchpole Evans 
arom u. Long 
in in °, in °/, 
Gesamt-N 13,8 14,38 - 15 
Cc. 48,3 51,11 
H. 7.2 
3 2.0(2) 1,77 0 1,52 
P. 0,25—0,42 (?) 0 0,35 
Reaktionen: 
Xanthoprotein ..... + > + + 
Hopkins-Cole. . . + + + 
Hopkins-Adamkiewiez. . 
Tryptophan-Formaldehvd 
Ninhydrin . oe + + 
Koessler-Hanke 


Im einzelnen ist zu den Daten dieser Tab. 2 folgendes zu 
bemerken. Mc Shan und French finden 1,52°/, Schwefel und 
etwa 0,35°), Phosphor: wir haben etwa 50 Bestimmungen durch- 
gefiihrt und nur in 3 Fallen 2°, und in einem Fall 4,3°/, Schwefel 
gefunden (bei dem letzten Fall handelt es sich um as noch 
stark aschehaltigen — 14,2°,, — Extrakt); Phosphor wurde bei 
diesen Bestimmungen in 2 Fallen cefunden, und zwar 0,25 und 
042°... die iibrigen Extrakte waren entweder villig frei you 
Phosphor oder sie enthielten dieses Element nur in Spuren. Da 
zur besseren <Austlockung der Produkte haufig Natriumsultat- 
zusiitze gemacht werden, liegt der Verdacht nahe, daB der ge- 
fundene Schwefel aus Verunreinigungen mit Natriumsulfat stammt. 
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Auch White, Catchpole und Long finden den labilen Schwefel- 
test positiv mit 1,77°/,, wiaihrend Evans Schwefel nur in den 
verhaltnismaBig wenig gereinigten Zubereitungen feststellen kann, 
nicht aber in den hochgereinigten (25—33 TE pro mg); mit Recht 
weisen White c.s. darauf hin, daB dieser negative Schwefel- 
befund bei Evans schwer zu verstehen sei, da doch der gleiche 
Untersucher relativ hohe Cystinmengen gefunden hat (3,5°/,). 

Unsere Erfahrungen iiber die Gewinnung des Prolactins aus 
Leber gehen bis ins Jahr 1936 zuriick (D.R.P.Anmeldung v. 
17. 10. 36); in der Zwischenzeit sind von anderer Seite Beobach- 
tungen veréffentlicht worden, die in diesem Zusammenhang ein 
vewisses Interesse beanspruchen. So hat Chasin (1937), um die 
Spezifitiit der Prolactinwirkung aus Hypophysenvorderlappen nach- 
zuweisen, zum Vergleich Extrakte aus Leber-Acetontrocken- 
pulver injiziert und auch bei Anwendung der besonders empfind- 
lichen subcutanen Methode (vgl. oben 8. 75) mit Mengen ent- 
sprechend 2 g Trockenleber keine Wirkung auf die Kropfdriisen 
gesehen. Dieses negative Ergebnis muB wohl auf eine ungeeignete 
Herstellung der Extrakte oder auf eine zufillige besondere Un- 
empfindlichkeit der benutzten Testtiere zuriickgefiihrt werden, 
denn Chasin scheint nur sehr wenige Versuche mit Leber angestellt 
zu haben. 

Leblond und Noble (1937) untersuchten die Organe niederer 
Wirbeltiere aufihren Prolactingehalt: Sie erhielten schwache positive 
Taubenkropfreaktionen bei Implantation (unter die Haut iiber dem 
\ropt) von 20—50 Hypophysen von Reptilien, von 24—60 Hypo- 
physen von Amphibien und von 50—100 Hypophysen von Fischen; 
auBerdem fielen auch Implantationsversuche mit Leber und Gehirn 
von Végeln, Reptilien und Fischen schwach positiv aus. Die Ver- 
fasser sind nicht iiberzeugt, daB diese Reaktionen spezifisch waren, 
denn sie fanden in den von ihnen als positiv gedeuteten Ver- 
suchen wohl eine Verdickung und Faltenbildung der Kropfdriisen- 
wand, aber keine oder nur sehr spirliche Fetttrépfchen in den 
Driisenzellen; sie sagen daher selber ausdriicklich, ,man kénne 
laran zweifeln, daB diese Reaktion fiir die Gegenwart von lacto- 
zenem Hormon beweisend sei“, eine Auffassung, der man sich in 
iirer Vorsichtigkeit nur anschlieBen kann, besonders wenn man 
au unsere oben erwihnten Befunde einer ,,Pseudokropfmilch* bei 
hungernden Tauben denkt (vgl. S. 75). 

_ Sowohl die Ergebnisse der chemischen Analyse wie auch die 
Ubereinstimmung der biologischen Priifungsresultate machen die 


kt 3 
\ 
1an 
och 
9 
und 5 
irch- 
vele 
bel 
| 
‘ 
unt 
you 
Da 
mint. 


80 E. Rabald und H. E. Voss, 


weitgehende Identitit der lactationsauslésenden Wirk.- 
stoffe aus Hypophysenvorderlappen und aus Leber seliy 
wahrscheinlich, wenn auch natiirlich die endgiiltige Entschiej- 
dung dariiber erst bei Vorliegen der Reinsubstanzen gefillt werden 
kann. Da auch bei unseren reinsten Leberextrakten die zur 
Erreichung der Taubeneinheit erforderliche Substanzmenge nicht 
unter 5 mg lag, wihrend sie bei den Hypophysenvorderlappen- 
extrakten sich auf 0,25 mg herabsetzen lieB, muBten wir doch 
eine gewisse Verschiedenheit der beiden Wirkstoffe annehmen 
und haben gepriift, ob nicht die geringere Wirksamkeit der Leber- 
extrakte auf dem Mangel einer Komponente beruhen kénnte, die 
in den Vorderlappenextrakten vorhanden wire: Wir haben zu 
diesem Zweck unterschwellige Dosen verschiedener Leber- uid 
Vorderlappenextrakte in mannigfacher Weise miteinander kom- 
biniert und nach einer Wirkungspotenzierung der Leberextrakte 
gefahndet, doch konnte nie eine iiber das additive Verhalten 
hinausgehende Verstairkung der Wirkung beobachtet werden. 


Die Frage, ob der von uns in der Leber gefundene lactations- 
auslésende Stoff in der Leber selbst gebildet wird oder ob 
die Leber nur als Speicherorgan fir das im Vorderlappen 
entstandene Prolactin dient, wird sich, auch wenn die Intensitiits- 
frage entschieden sein sollte, nicht ohne weiteres lésen lassen; 
sie miBte in Versuchen mit Lebern hypophysektomierter Tiere 
angegangen werden, und es ist noch ungewib, ob die Lebern der 
Laboratoriumstiere, die fiir die Hypophysektomie wohl allein in 
Betracht kommen, fiir die Darstellung des Prolactins geeignet 
sind. Vorbereitende Versuche in dieser Richtung sind bei uns 
im (Gange. 

Zusammenfassung 


In der Leber gesunder Rinder und Schweine wurde ein 
lactationslésender Stoff nachgewiesen, der seinen chemischen und 
biologischen Eigenschaften nach eine weitgehende Ubereinstim- 
mung mit dem aus Hypophysenvorderlappen darstellbaren Pro- 
lactin aufweist. 
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Uber die Spezifitét von SiiSmandel-emulsin-Praparaten 
verschiedener Darstellung 


Von 


William Ward Pigman*) 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1939) 


In einer friiheren Arbeit!) wurde festgestellt, daB Tierkohle 
fiir die Reinigung von Liésungen des SiiBmandel-emulsins benutzt 
werden kann. Uber die Darstellung eines ,,Tannin-Reinferments* 
das aus Rohferment durch Reinigung mit Kohle und darauf- 
folgender Tanninfallung hergestellt wurde, ist bereits berichtet 
worden. Die Aktivitét dieser Priiparate gegen Salicin (8-Gluco- 
sidase-Wert) wurde bestimmt. In friiheren Arbeiten?) ist fest- 
gestellt worden, daB sich die Aktivitéit von Rohfermentlésung auf 
eine griBere Reihe von Substraten erstreckt. In der folgenden 
Arbeit wurde daher die Aktivitit von fiinf verschieden gereinigten 
Fermentpraparaten gegen Phenol-f-d-Glucosid, Phenol-§-d-Galak- 
tosid, Phenol-f-d-Xylosid, Phenol-w-d-Mannosid und Phendl- 
a-d-Galaktosid gepriift. Neben der Feststellung der Spezifitit 
der neuen Fermentpraparate wurde auch der Versuch unter- 
nommen, wenigstens eine teilweise Trennung der einzelnen Fer- 
mente durchzufiihren, um dabei festzustellen, ob gleiche oder 
verschiedene Fermente fiir die Spaltung der 5 Substrate verant- 
wortlich zu machen sind. 

Aus der folgenden Ubersicht (Tab. 1) geht hervor, daB bei 
der Kohlereinigung von Rohferment und Silber-Reinferment eine 
erhebliche Steigerung der Wertigkeit, aber keine Anderung des 
Wertigkeitsverhiltnisses gegen Phenol-§-Glucosid, Phenol-f-Galak- 
tosid und Phenol-8-Xylosid festgestellt werden kann. Der @-Manno- 
sidase- und a@-Galaktosidase-Gehalt dagegen dndert sich durcl 
diese Behandlung. Das neue mit Kohle behandelte und mit 
Tannin gefallte ,.Reinferment“ unterscheidet sich von dem friiher 


*) Der Lalor Foundation, Wilmington U.S.A., bin ich fiir die Ge 
wihrung eines Stipendiums zu grofem Dank verpflichtet. 
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beschriebenen Silber-Reinferment durch einen gréSeren Gehalt 
an a¢-Mannosidase. 


Tabelle 1 

Pri 1 (Priparat 2) 
Rohferment Kohle- 
Rohferment behandelt 


Wertig- | Relative Wertig- | Relative 


3 3 
10°) | W.%) 10) | W.*) 
Phenol-f-d-Glucosid . | 9,0 | 0,24 | 133 9,8 0,63 | 154 
Phenol-f-d-Galaktosid | 1,20 | 0,032 | 18 1,36 | 0,090 | 22 
Phenol-6-d-Xylosid . | 0,068 | 0,0018' 1,0 | 0,062 | 0,0041) 1 
Phenol-a-d-Mannosid. | 3,9 0,101 56 3,3 0,22 54 


Phenol-a-d-Galaktosid | 0,12 | 0,0082) 1,8 | 0,027/ 0,0018| 0,44 


(Priparat 8) (Priiparat 4) (Priparat 5) 
Silber-Rein- |Silber-Reinferment,} Tannin-Rein- 
ferment Kohle-behandelt ferment 

2 |B 2 |B le 2 ig 

Phenol- d-Glu- | 

cosid . .. 11,2 2,40 141 10,5 {2,7 | 142 | 2,9 193 

laktosid. . . | 1,09 0,24 | 14 | 1,07 |0,27| 14 |0,81 0,26 | 17 


losid . . 0,078'0,017/ 1,0] 0,072| 0,019 1,0]0,048 0,015 | 1,0 


nosid. . . 0,81 0,17 | 10 | 0,80 | 0,20 | 10,5]2,34 | 0,74 | 49 


laktosid. . 0,025) 0,0079} 0,53 
*) Die Wertigkeit gegen Phenol-f-d-Xylosid ist gleich 1 gesetzt. 


Die durch einen unterschiedlichen Gehalt an f-Glucosidase 
und @Mannosidase bzw. 8-Glucosidase und a-Galaktosidase be- 


_ wirkte verschiedene Aktivitét der einzelnen Fermentpriparate 
_ ist ein neuer Beweis**) fiir die Existenz einer besonderen «-Manno- 
_ Ssidase und einer besonderen «-Galaktosidase im SiSmandel- 
_ emulsin, Fiir die Verschiedenheit und Trennbarkeit von #-d-Galak- 
tosidase, @-d-Glucosidase und #-d-Xylosidase im SiSmandel- 
' emulsin hat auch diese Arbeit keinen Beweis erbracht. Es ist 
_ aber méglich, daB diese Methode einer teilweisen Adsorption’) 
in Zukunft noch wichtige neue Aufschliisse zu dem Ferment- 
problem ergeben kann. 
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Herrn Prof. Dr. B. Helferich bin ich fiir die Uberlassung 
von Institutsmitteln zur Ausfiihrung dieser Arbeit sowie fir 
manchen guten Ratschlag zu Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche 


1. Vorbereitung der Fermentlosungen. — a) Rohferment-Lisung 
(Priparat 1). 2,5 g Rohferment’) aus SiiBmandeln wurden mit 250 com 
Wasser angeriihrt und nach 24 stiindigem Stehen bei etwa 0° klar zentri- 
fugiert. #-Gl.-W. —1,06. Riickstand 0,0760 g in 10 cem. 


b) Mit Tierkohle behandelte Rohferment-Lésung (Priparat 2), 
100 cem Rohferment-Lésung wurden mit 3,1 g Carboraffin-C (I. G. Werk 
Leverkusen) 30 Minuten geschiittelt und filtriert. §-GI.-W. 2,61; Riickstand 


0,0299 g in 10 cem. 


c) Mit Silberhydroxyd gereinigte Ferment-Lésung (Priipa- 
rat 3). 0,40 g Reinferment®) wurden mit 200 cem Wasser angeriihrt und 
nach 24stiindigem Stehen bei etwa 0° klar zentrifugiert. 6-G1.-W. 8,9: 
Riickstand 0,0093 g in 10 ccm. 


d) Mit Kohle behandelte Reinferment-Lésung (Priparat 4), 
100 cem der Reinferment-Lésung (c) wurden mit 0,18 g Carboraffin-C 
30 Minuten geschiittelt und filtriert. §-Gl.-W. 9,8; Riickstand 0,0079 g in 
10 ccm. 


e) Mit Kohle und durch Tanninfillung gereinigte Rein- 
ferment-Lésung (Priparat 5). 0,16 g Reinferment [Tannin- Fillung |, 
Diese Z. 259, 259 (1939)] wurden mit 100 ccm Wasser angeriihrt und nach 
24 stiindigem Stehen bei 0° klar zentrifugiert. §-Gl.-W. 10,2; Riickstand 
0,0063 g in 10 ccm. 

Alle Fermentlésungen wurden vor Gebrauch 2 Wochen bei etwa 0’ 
unter Zugabe von Toluol aufbewahrt. 


2. Spaltungen. Die Spaltungsversuche wurden alle bei py 5,0 und 
30,0° durchgefiihrt. Zu jedem Versuch wurden 0,040 g Phenol-hexosid bzw. 
die entsprechende Menge eines anderen Glykosides in 2,00 cem Acetat- 
puffer (etwa m/10) gelést, 1,0 cem Ferment-Lésung zugegeben und nach 
der Zeit ,,t mit 0,020 g festem Kaliumcarbonat abgestoppt. Als Kontroll- 
probe wurde die gleiche Menge Ferment-Lésung mit Wasser bei derselben 
Temperatur aufbewahrt und dann ebenfalls mit Kaliumcarbonat abgestoppt. 
Die Enddrehungen (E) wurden aus den gemessenen Anfangsdrehungen (A) 
berechnet. Alle Drehungen wurden in 2 dem-Rohren bestimmt. 


Phenol-8-d-Glucosid ...... A=—1,96; E=+ 1,00 
Phenol-f-d-Galaktosid ..... A=—1,11; E=+ 1,57 
Phenol-«-d-Galaktosid ..... A=+5,70; E=+ 1,49 
Phenol-«-d-Mannosid. ..... A=+ 2,93; E=+ 0,26 


Phenol-§-d-Xylosid ..... =-— 1,13; 0,28 
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Tabelle 2 
fr Fer ent 
erment- 0 Wertig- 
t (Min. lo k x 103 4 
P *) nf ( Spaltung keit 
Phenol-§-d-Glucosid 
bine 1 0,1267 — 0,80 24,0 39,2 9,0 0,24 
ae 1 | —0,42 36,0 52,0 8,9 0,23 
ee 2 0,0498 —0,74 25,0 41,2 9,2 0,62 
entri- 2 0,39 35,0 | 53,1 0,63 
3 0,0155 —0,79 21,0 39,5 10,5 2,25 
3 —0,27 31,0 57,1 11,9 2,55 
Tat 2), 4 0,0132 —0,92 19,0 35,2 9,9 2.5 
Werk 4 —0,25 34,0 57,8 11,1 2,8 
stand 5 0,0105 — 1,30 18,0 22,3 6,1 1,9 
5 —0,27 31,0 57,1 11,9 3,8 
Phenol-9-d-Galaktosid 
t und 1 0,1267 — 0,53 17,9 21,6 1,36 0,036 
7, 8.9: 1 — 0,30 148,0 30,2 1,05 0,028 
2 0,0498 —0,55 70,0 20,9 1,46 0,097 
2 0,20 34,0 1.25 | 0,083 
3 00155 | —0,39 |. 121,7 26,9 1,12 0,24 
ren) 3 — 0,08 198,0 38,4 1,06 0,23 
wen 4 0,0132 — 0,40 124,0 26,5 1,08 0,27 
8 4 —0,10 194,0 37,7 1,06 0,27 
5 0,0105 — 0,54 119,0 21,3 0,87 0,28 
Rein. 5 — 0,35 193,0 28,4 0,75 0,24 
ing Phenol-a«-d-Mannosid 
1 0,1267 1,84 57,0 40,9 0,097 
— 1 1,36 104,0 58,9 4,0 0,105 
2 0,0498 2,04 50,0 38,3 3,0 0,20 
wa 0)’ 2 1,91 69,0 38,2 3,5 0,24 
3 0,0155 2,65 60,0 10,5 0,80 0,17 
3 1,81 293,0 42,0 0,81 0,17 
0 und 4 0,0132 2,65 60,0 10,5 0,80 0,20 
Bs 4 1,84 290,0 40,9 0,79 0,20 
a 5 0,0105 2,19 60,0 27,8 2,36 0,75 
— 5 1,63 126,0 48,8 2,31 0,73 
nach 
atroll- Phenol-#-d-Xylosid 
selben 1 0,1267 —0,91 | 1874 15,5 0,053 | 0,0014 
toppt. 1 —0,54 | 2810 41,8 0,084 | 0,0022 
ay 2 0,0498 —0,90 | 1252 16,3 0,062 | 0,0041 
3 0,0155 —0,91 970 15,5 0,075 | 0,016 
3 —0,59 | 2580 38,3 0,081 | 0,017 
4 0,0132 —0,95 970 12,8 0,061 | 0,016 
4 —0,58 | 2580 39,0 0,083 | 0,021 
5 0,0105 —0,99 | 1005 10,0 0,046 | 0,014 
5 —0,77 | 2580 25,5 0,050 | 0,016 


*) Erklirung der Abkiirzungen vgl. unter Beschreibung der Versuche. 
**) Gramm Ferment in 50 ccm Bestimmungsgemisch. 
+) Berechnet mit Briggschen Logarithmen. 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 


Ferment- 0) Wertig 
riparat (Min. 0 k x 108 
Phenol-«-d-Glaktosid 
1 0,1267 5,58 217,0 4,0 0,082 | 0,0021 
1 4,64 870,0 25,1 0,144 | 0,0038 
1 4,22 1350 35,1 0,139 | 0,0036 
2 0,0498 5,64 220,0 1,4 0,028 | 0,0019 
2 5,48 870,0 5,1 0,026 | 0,0017 
5 0,0105 5,38 1850 1,5 0,025 | 0,0079 
Literatur 
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Uber 4,5-Dimethyl-aspirin 
Von 


Leonhard Birkofer 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juli 1939) 


Die am Benzolkern in 6,7-Stellung stehenden Methylgruppen 
des Lactoflavins sind, wie R. Kuhn und P. Boulanger?) fanden, 
fir die Ungiftigkeit?) des Vitamins von Bedeutung. Flavine, in 
denen diese Methyle fehlen, sind fiir die Maus toxisch, z. B. 
9-Methylflavin, 9-Phenylflavin, 9-Benzylflavin und 9-Cyclohexyl- 


' flavin; dagegen zeigen 6,9-Dimethylflavin und 6,7,9-Trimethyl- 


flavin (Lumiflavin) keinerlei Giftigkeit. Flavin-9-essigsaiure ist 
ebenso toxisch wie’ 9-Methylflavin; im Gegensatz dazu ist die 
6, 7-Dimethylflavin-9-essigsiure ganz wirkungslos. Die 6,7-stindigen 


: Methylgruppen besitzen also eine entgiftende Wirkung. Es hat 
' den Anschein, daB es sich um eine allgemeiner giiltige Gesetz- 


miBigkeit handelt. 
P. Krinzlein*’) konnte zeigen, daB 2,3-Dimethylacridin bei 


der Maus 10—20 mal weniger giftig ist als Acridin. Aber auch 
_ die entwicklungshemmende Wirkung des 2,3-Dimethylacridins auf 
_ Streptokokken, Staphylokokken und Pneumokokken ist erheblich 
 geringer als die des Acridins. 


Das ,,Dimethylatophan“ (2- Phenyl -6,7-dimethyl-chinolin- 


carbonsiure-4) kommt beziiglich seiner toxischen Wirkung, wie 
_ P. Kranzlein’) fand, etwa dem Atophan gleich. 


Um zu studieren, ob beim Aspirin durch Einfithrung von 


zwei ortho-staindigen Methylgruppen vielleicht ebenfalls eine bessere 
_ Vertriglichkeit erzielt werden kann, wurde aus 1,2,4-Xylenolat 
| die 4,5-Dimethylsalicylsiure (I) und durch deren Acetylierung 
' das noch unbekannte 4,5-Dimethyl-aspirin (II) hergestellt. 


1) Diese Z. 241, 233 (1936). 
*) R. Kuhn, Klin. Wschr. 1938, I, 222. 
*) Ber. chem. Ges. 70, 1776 (1937). 
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Die Fiitterungsversuche an Kaninchen ergaben in der Tat 
eine bessere Vertraglichkeit bzw. eine Herabminderung der Toxi- 
zitit des Dimethyl-aspirins im Vergleich zum Aspirin. Wibhrend 
ein Kaninchen 7 g Dimethyl-aspirin pro Tag ohne Schaden zy 
erleiden vertragen konnte, trat bei Verfiitterung derselben Menge 
Aspirin Exitus unter vorhergehenden Schwindel- und Krampf- 
anfillen ein. 


Eine weitgehende Veriinderung des Dimethyl-aspirins findet, 
wie R. Kuhn und I. Low‘) feststellten, im Kaninchenorganismus 
nicht statt. Es tritt lediglich Entacetylierung ein; aus dem Harn 
kann freie Dimethylsalicylsiure isoliert werden. 


Die antibactericide Wirkung der Dimethylsalicylsiure _ ist 
gegeniiber derjenigen der Salicylsiure nicht veriindert. Das Wachs- 
tum von Penicillium glaucum wird von Salicylsiure und von 
Dimethylsalicylsiure in gleicher Weise gehemmt. Die Natrium- 
salze der beiden Sdéuren wirken nicht wachstumshemmend (Tab. 1). 


Tabelle 1 
Menge . Nn; 
der Substanz | Salicylsiure | Na-Salicylat 
salicylsiure salicylat 

0,8 + + 
0,07 + ~ + 
0,05 _ + _ + 


Die in der Tabelle angegebenen Mengen der beiden Sub- 
stanzen wurden immer in je 50 ccm Nihrlésung gebracht, die mit 
Penicillium glaucum angeimpft war. Die Nihrlésung enthielt 5 ¢ 
Lactose; 1g KH,PO,; 0,5 KCl; 0,5 g MgSO,-7H,O; 0,01 ¢ 
FeSO,-7H,O und 5g Asparagin in 1 Liter Wasser gelést. 

Bei der intravenésen Injektion der Natriumsalze der Dimethy!- 
salicylsiure und der Salicylsiure konnte an Miausen beziiglich 
der Toxizitiit kein Unterschied festgestellt werden; beide Ver- 
bindungen wirken stark toxisch. Die Injektion erfolgte an einer 
der Schwanzvenen. 


*) Diese Z. 259, 182, 191 (1939). 
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Die antipyretische Wirkung des Dimethyl-aspirins und die 
des Aspirins, die an Kaninchen, Rhesus-Affen (Simia rhesus) und 
Menschen gepriift wurde, zeigen die Tab.2 und 3. Die Tem- 
peratur wurde immer vor und nach der Verabreichung des 
Dimethyl-aspirins bzw. des Aspirins rectal gemessen. Die Ver- 
fiitterung an die Tiere geschah durch Schlundsonde. Es wurde 
bei den Tieren kein kiinstliches Fieber vorher erzeugt, sondern 
jeweils die normale Kérpertemperatur als Ausgangstemperatur 
gewihlt und dann die EKinwirkung der verfiitterten Substanz in 
bestimmten Zeitabstinden gemessen. Bleibt ein Tier mehrere 
Tage im Versuch, so tritt entweder Gew6hnung ein oder die 
Kérpertemperatur des Tieres bleibt dauernd gegeniiber der Norm 
erniedrigt. 

Die analgetische Wirkung des Dimethyl-aspirins an Menschen 
ist, wie zahlreiche Versuche mit 1—3 Tabletten 4 0,5 g erwiesen, 
bei Kopf- und Zahnschmerzen und Grippeerscheinungen eine ganz 
hervorragende. 

AuBer der Acetyl-dimethylsalicylsiure wurde noch der Dimethyl- 
salicylsiure-methylester dargestellt, der im Geruch dem Gaul- 
theriaél ahnelt, jedoch fest ist und weiBe Taifelchen vom Schmelz- 
punkt 33° bildet; ferner der Phenylester der Dimethylsalicylsiure, 
das Dimethylsalol, Schmelzp. 85° und der Acetyl-dimethylsalicyl- 
situremethylester, Schmelzp. 74—75°. 


Tabelle 2 
Menge Temp. 
der Substanz 0 wi 
Kaninchen (miénn- | 0,5 g Dimethyl- | 39,85 vor dem Fiittern 
lich) 2,7 kg aspirin 39,40 | 1Stde. nach _,, 9 
39,20 | 2Stdn. ,, ,, 
2,0 g Dimethyl- 39,40 vor ” ” 
aspirin 38,70 | 1Stde. nach _,, 
88,80 | 2Stdn. _,, ” ” 
0,5 g Dimethyl- | 39,5 vor , ” 
aspirin 39,0 1 Stde. nach ,, 
2,0 g Dimethyl- | 39,3 1Stde. vor ,, ” 
aspirin 38,8 1 Stde. nach __,, ” 
Kaninchen (minn- | 0,5 g Aspirin 39,7 vor dem Fiittern 
lich) 2,2 kg 38,8 1 Stde. nach __e,, 
0,5 g Aspirin | 39,1 vor ,, 
38,4 1 Stde. nach __e,, ™ 
1,0 g Aspirin 39,5 vor ,, ” 
39,5 1 Stde. nach 
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Tabelle 3 
Menge Temp. 
der Substanz 0 _ 
Affe Max 0,3 g Dimethyl- 39,6 vor dem Fiittern 
6,25 kg aspirin 39,0 1Stde. nach _,, 7 
38,2 2 Stdn. 
39,05 51/, Stdn. ,, 
39,20 6'/, Stdn. ” ” ” 
0,3 g Dimethy]l- 39,1 vor ” 
aspirin 38,6 1Stde. nach _,, 
39,1 2 Stdn. 
0,3 g Dimethyl- 39,1 vor 5 ” 
aspirin 38,6 1Stde. nach _,, 
38,5 2 Stdn. ” ” ” 
0,3 g Dimethyl- 38,8 vor 5 ” 
aspirin 38,8 1Stde. nach ,, ‘ 
39,1 2 Stdn. 
0,3 g Aspirin 39,1 vor 
39,2 1Stde. nach ,, 
39,0 2 Stdn. ” 
0,3 Aspirin 39,2 vor 55 
39,1 1Stde. nach ,, 
39,2 3 Stdn. ” 
Affe Moritz 0,3 g Dimethyl- 39,1 vor 5, ” 
5,2 kg aspirin 38,9 - 1 Stde. nach _e,, 
38,4 2'/, Stdn. 
0,3 g Dimethyl- 39,1 vor ,, 
aspirin 38,6 1Stde. nach ,, ” 
38,4 2'/,Stdn. ,, 99 
0,8 g Dimethyl- 39,0 vor ,, is 
aspirin 38,3 2'/, Stdn. nach 
0,38 g Dimethyl- 38,6 vor ,, 
aspirin 38,4 Stdn. nach _,, 
38,8 5 Stdn. 9 ” 9 t 
38,9 7 Stdn. ” ” ” | 
0,8 g Dimethyl- 38,2 vor ,, " ] 
aspirin 38,6 2Stdn. nach _,, 
38,8 6 Stdn. ” 9 ” U 
0,3 g Aspirin 37,6 vor ,, i ) 
38,6 2Stdn. nach ,, d 
p 
Beschreibung der Versuche E 
u 


4,5-Dimethylsalicylsaure®). 27 ¢ NaOH wurden in 200 cem Wasser 
gelést, 81,5 g 1,2,4-Xylenol hinzugegeben und das Wasser abgedampft; zur & 
voilligen Befreiung von Feuchtigkeit wurde das Xylenolat im Vakuum C 
getrocknet. Die Umsetzung zu Dimethylsalicylsiure erfolgt im Schiittel- 


®) Nach Friedlander, 17, I, 476 (1932). 
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Uber 4,5-Dimethyl-aspirin 


autoklaven unter 35 Atm. CO,-Druck bei einer Temperatur von 170° und einer 
Reaktionsdauer von 12—14 Stunden. Nach dem Erkalten wird die Schmelze 
mit heiBem Wasser herausgelést, abfiltriert und die Dimethylsalicylsiure 
mit HCl ausgefallt. Ausbeute an Rohprodukt etwa 98°/, d. Th. 

Zur weiteren Reinigung wird die Siure in heibem Na,CO, gelést 
und wieder mit HCl ausgefillt. Die so gereinigte Dimethylsalicylsiure 
wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 200°. 


41g Dimethylsalicylsiure wurden 
in 51 g Essigsiiureanhydrid unter Zusatz einiger Tropfen konzentrierter H,SO, 
bis 60° langsam erwérmt und dann die Temperatur auf 90—10U° gesteigert. 
Die Siure ging dabei vollkommen in Lésung. Beim Erkalten krystallisierte 
die Acetyl-dimethylsalicylsiure aus. Man saugt scharf ab, wiischt mit Eis- 
wasser und anschlieBend mit Toluol nach; Ausbeute 40 g. Nach dem Um- 
krystallisieren aus Benzol schmolzen die prismatischen Nadeln bei 122°. 
Ein Versuch ergab einen Schmelzpunkt von 112°. 

Als Reinheitskriterium diente die FeCl,-Reaktion, die bei dem Acetyl- 
produkt keine Violettfirbung ergeben durfte. 


8,890 mg Subst.: 9,08 mg CO,, 2,11 mg H,0. 
C,,H,,0, (208,1) Ber. C 63,48 H5,81 Gef. C 63,66 H 6,07. 


Natriumsalz der Dimethylsalicylsaure. 15 ¢ Dimethylsalicylsiure 
werden mit etwas mehr (100 cem H,Q) als der berechneten Menge Na,CO,- 
Lisung (ber. 4,7 g Na,CO,), niémlich 5,5 g neutralisiert, unter Erwirmen voll- 
kommen gelést, abfiltriert und stehen lassen. Das Natriumsalz der Dimethyl- 
salicylsiure krystallisiert tiber Nacht in seidenglinzenden, nadelférmigen 
Prismen aus. 

Die wiBrige Lésung reagiert neutral und schmeckt sehr bitter. 


Na-Bestimmung: 5,387 mg Subst.: 2,00 mg Na,SQ,. 
C,H,O,Na (188,1) Ber. Na 12,23 Gef. Na 12,02. 


4,5-Dimethylsalicylsdure-methyl-ester. In 25 g Dimethylsalicyl- 
siure, gelést in 200g reinstem Methanol, wird trocknes HCl-Gas unter 
Kiskiihlung bis zur Sdttigung eingeleitet. Beim Kochen unter Riickfluf 
tritt véllige Lésung der Dimethylsalicylsiure ein. Beim Stehen tiber Nacht 
krystallisiert etwas unveriinderte freie Siure aus. Beim Verdiinnen des 
Filtrates mit Wasser schied sich ein Ol ab, das nach lingerem Stehen fest 
wurde. Zur vélligen Befreiung von Ausgangsmaterial wird aus Benzol 
unkrystallisiert, wobei sich nur die freie Siiure ausscheidet, wihrend der 
Methylester in Benzol gelést bleibt. Nach Verdampfen des Benzols wird 
der Kérper zur Reinigung im Hochvakuum bei 10—* mm destilliert. Siede- 
punkt 60—70°, Schmelzp. 33°; der Ester ist leicht léslich in Alkohol, 
Benzol, Chloroform, Dioxan, Toluol, Aceton, Tetra-chlorkohlenstoff, Benzin 
und Ather. Tifelchen. 


3,800 mg Subst.: 9,28 mg CO,, 2,28 mg H,0. 
C,oH,,0, (180,1) Ber. C 66,63 4H 6,71 Gef. C 66,60 H 6,71. 


Phenylester der 4,5-Dimethylsalicylsaure (Dimethylsalol). '/; Mol 
Dimethylsalicylsiure und '/, Mol Phenol wurden etwa 1 Stunde lang bei 180° 
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zusammengeschmolzen und anschlieBend etwa 1/, Mol POCI, hinzugegeben, 
wobei starke HCl-Eatwicklung eintrat. Nach Beendigung der Reaktion 1ift 
man die Temperatur auf 150° sinken und erhitzt noch weitere 5 Stunden, 
Das Reaktionsprodukt wurde von der am Boden des Kolbens sich ab. 
scheidenden H,PO,-Schicht in kaltes Wasser abgegossen. Der Phenylester 
schied sich zuerst als carminrotes Ol ab, das mit der Zeit seine intensive 
Rotfirbung verlor und sich in eine blaBrote Krystallmasse verwandelte. Zur 
Entfernung nicht umgesetzter Dimethylsalicylsiure wird die Krystallmasse 
mit verdiinnter Sodalésung durchmengt, anschlieBend abgesaugt und mit 
sehr viel Wasser bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion ge. 
waschen. Ausbeute 70g. Nach Umkrystallisieren aus Alkohol lag der 
Schmelzpunkt der Tifelchen bei 85°. 


8,845 mg Subst.: 10,45 mg CO,, 2,04 mg H,0. 
(242,1) Ber. C7435 H5,82 Gef. C 74,26 H 5,93. 


Acetyl -4, 5 - dimethylsalicylsaure - methylester. 1 Mol Dimethy!- 
salicylsiure-methylester wurde mit 2 Molen Essigsiureanhydrid durch 2'),- 
stiindiges Kochen bei 100—110° acetyliert. Das Reaktionsprodukt wurde in 
absoluten Alkohol gegossen, iiber Nacht stehen lassen und dann im Vakuum 
eingedampft. Der Riickstand erstarrte nach kurzer Zeit. Durch Umkrystalli- 
sieren aus wenig Alkohol wurde der Acetyl-dimethylsalicylsdiure-methy|- 
ester in kurzen, dicken Prismen vom Schmelzp. 74—75° erhalten. Die 
FeCl,-Reaktion ist negativ. 


8,975 mg Subst.: 9,47mg CO,, 2,26 mg H,0O. 
(222,1) Ber. C 64,83 H6,35 Gef. C 64,97 H 6,36. 


Fiir die eifrige Mithilfe bei der Ausfiihrung der Versuche sage ich 
Friiulein Lotte Dumont meinen besten Dank. 
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Uber die Bildung der Dioxycholensdure aus Apocholsdure 
im Krétenorganismus 


Von 


Tai Sihk Sihn 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, Japan) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1939) 


Durch die Untersuchungen der Windausschen Schule?) ist 
festgestellt, daB die Muttersubstanzen des antirachitischen Vitamins, 
Ergosterin und 7-Dehydrocholesterin im Pflanzen- und Tierreich, 
z. B. in den Hiiuten der Siugetiere, vorkommen, und durch Be- 
strahlung mit Sonne in antirachitisches Vitamin verwandelt werden. 

Wenn nun die: Gallensiuren aus den Sterinen, wie z. B. 
Ergosterin und 7-Dehydrocholesterin, herstammen, wie Shimizu?) 
behauptet, so muB die konjugierte Doppelbindung in diesen Sterin- 
molekiilen unter Verschiebung hydratisiert werden. Dadurch 
kénnten noch zwei sekundire Alkoholgruppen im Gallensiure- 
molekiil gebildet werden, so wie sie z. B. bei der 3,7,12-Trioxy- 
sterocholansiure*) vorliegen, einer Siure, die man als eine Zwischen- 
stufe zwischen dem Ergosterin und den Gallensiiuren betrachten kann. 

Im Hinblick auf diese Darstellungen habe ich einige Unter- 
suchungen angestellt und habe bereits eine umkehrbare Ver- 
schiebung der Doppelbindung*) in der Apocholsiure und der Di- 
oxycholensiure durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht oder 
mit Sonnenstrahlen gefunden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Verschiebung der Doppel- 
bindung der Apocholsiure im Krétenorganismus untersucht. 
Ks wurde dabei gefunden, da die einverleibte Apocholsiure (1), 


1) A. Windaus u. O. Stange, Diese Z. 244, 218 (1936); A. Windaus 
u F. Bock, Ebenda 245, 168 (1936); 250, 258 (1937); 256, 47 (1938); U. 
Westphal, Naturw. 26, 3876 (1938); F. Bock u. F. Wetter, Diese Z. 256, 
33 (1938). 

*) Nachricht d. Jap. Akademie d. Wissenschaft 1938, S. 6. 

5) T. Shimizu u. Oda, Diese Z. 227, 74 (1934); T. Shimizu u. T. 
Kazuno, Ebenda 239, 67, 74 (1986); 244, 167 (1936). 

4) T.S. Sihn, Diese Z. 257, 282 (1939). 
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deren Doppelbindung nach Wieland, Dietz und Ottawa’) an 
C,—C,, vorliegt, unter Umlagerung der Doppelbindung in Dioxy. 
cholensiure (I) verwandelt wird, deren Doppelbindung sich an 
C,—C, befindet®), und daB dann diese in die Galle und in den 
Harn ausgeschieden wird. 

Von der verabreichten Apocholsiure (22 g) wurden als Dioxy- 
cholensiure aus dem Harn 0,065 g und aus der Galle 0,33 g 
gewonnen. Die Doppelbindung der Apocholsiure kann also 
nicht nur durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht, sondern 
auch im Organismus unter Bildung der Dioxycholensiure ver- 
schoben werden, was dafiir spricht, daB die Doppelbindung der 
Apocholsaure sehr labil ist. Dieses Ergebnis 1aBt wohl vermuten, 
daB auch die konjugierte Doppelbindung im Molekiil des Ergo- 
sterins und des 7-Dehydrocholesterins unter gewissen Bedingungen 
im Tierorganismus verschoben werden kann. 


OH C,H,-CO,H OH C,H, -CO,H 
| CH, | | CH, | 
CH, | 14 | —> CH, 
| 


Beschreibung der Versuche 


Den Kréten wurden im Sommer je 2-3 cem einer 10°/,igen Natrium- 
apocholatlésung, pro Tier tiglich einmal, am Ricken subcutan verabreicht 
und der Harn mittels dauernder Katheterisierung im Kolben gesammelt. 
Die verabreichte Gesamtmenge der Apocholsiure betrug 22 g und der ge- 
sammelte gesamte Harn 8,4 Liter. Nach mehrmaliger Injektion der Apocholat- 
lésung sind die Kréten schwach und elend geworden oder gestorben. Diesen 
Kréten wurden die Gallenblasen herausgenommen. Die Zahl der Gallen- 
blasen betrug insgesamt 142. 

I. Krétenharn. 3400 cem Kritenharn vom spezifischen Gewicht 1,002 
bis 1,005 wurden auf dem Wasserbade zur Sirupkonsistenz abgedampft und 
mit absolutem Alkohol 4mal erschépfend extrahiert. 

Der Alkoholauszug wurde auf ein kleines Volumen abgedampft, mit 
Wasser verdiinnt und unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiiure mit Petrol- 
ither ausgeschiittelt, um die fettigen Substanzen zu entfernen. Diese alko- 
holische Lésung wurde mit 5°/,iger Sodalésung abgestumpft und auf dem 
Wasserbade von Alkohol und Petrolither durch Abdampfen befreit. Die 
Lésung wurde mit verdiinnter Salzsiiure angesiuert und mit Ather wieder- 
holt ausgeschiittelt, wobei zwischen der Wasser- und Atherschicht eine 


5) Diese Z. 244, 194 (1936). 
6) H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 212, 263 (1932). 
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Faillung entstand. Die Fillung wurde abfiltriert, in 2°/,iger Ammoniak- 
lésung aufgenommen und wieder unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiiure 
mit Ather ‘ausgeschiittelt, wobei zwischen Ather- und Wasserschicht wieder 
ein Niederschlag entstand. Dieser Niederschlag wurde in der gleichen 
Weise behandelt. 


Der Atherauszug wurde mit Wasser gut gewaschen, mit Pottasche 
getrocknet und abgedampft. Der dabei erhaltene harzige Riickstand wurde 
mit absolutem Ather digeriert und in einen iitherléslichen und einen ither- 
unléslichen Teil: getrennt. Der harzige, briunlich gefirbte, itherunlésliche 
Teil wurde aus Eisessig-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Prismen oder 
Tafeln vom Schmelzp. 225—230°, Aus der itherléslichen Fraktion wurden 
dieselben Krystalle vom Schmelzp. 222—232° erhalten. Ausbeute ins- 
gesamt 0,065 g, Liebermannsche Reaktion: gelborangerot. Die Krystalle 
wurden aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Der Schmelz- 
punkt stieg 'dabei auf 250—251° Die Siure zeigte keine Mischschmelz- 
punktdepression mit der Dioxycholensiure. 


Der in der tiblichen Weise mit Diazomethan bereitete Methylester 
der Siure schmilzt bei 93—95° und zeigte bei der Mischprobe mit dem 
Dioxycholensiiuremethylester keine Schmelzpunktdepression. 


4,121 mg Subst.: 11,211 mg CO,, 3,668 mg H,0. 
C,sH,0, Ber. 74,20 H9,97 Gef. C 74,21 H 9,96. 


Der Ester wurde mit 5°/,iger alkoholischer Kalilauge verseift und 
die dabei erhaltene freie Siure aus verdiinntem Alkohol mehrmals um- 
krystallisiert. Prismen oder Tafeln vom Schmelzp. 255—256°. Keine Misch- 
schmelzpunktdepression mit reiner Dioxycholensiiure von Boedecker 
und Volk. 


3,100 mg Subst.: 8,333 mg CO,, 2,714 mg H,0O. 
C,,HyO, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,75 9,80. 


II. Krotengalle. Die Galle von 142 Kréten wurde durch Alkohol 
von Muzin befreit, der Alkohol durch Abdampfen entfernt und mit Wasser 
auf das urspriingliche Volumen gebracht. Diese Galle wurde mit Ather 
erst als soleche (A) dann unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure (B) 
je 8mal gut ausgeschiittelt, um die Sidure vollstindig in Ather auf- 
zunehmen. Die beiden Atherausziige wurden mit Pottasche getrocknet 
und getrennt verarbeitet. 


Fraktion A. Diese Atherfraktion wurde abgedampft, der Riickstand 
in wenig Alkohol gelést und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Es 
schieden sich Nadeln ab. Sie wurden aus verdiinntem Alkohol mehrmals 
umkrystallisiert. Prismen oder Tafeln vom Schmelzp. 249—254° Aus- 
beute 0,08 g. Liebermannsche Reaktion: gelb-orangerot. Bei der Misch- 
probe mit reiner Dioxycholensiure zeigte die Siure keine Schmelz- 
punktdepression. 

Fraktion B, Diese Atherfraktion wurde nach dem Abdampfen des 
Athers in Alkohol gelést und offen stehen gelassen. Die dabei ab- 
geschiedenen Nadeln wurden aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Prismen 
oder Tafeln vom Schmelzp. 250—253°. Ausbeute 0,11 g. Liebermannsche 
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Reaktion: gelb-orangerot. Keine Mischschmelzpunktdepression mit reiner 
Dioxycholensiure. 
Spezifische Drehung: 39,8 mg Subst. in 10 cem Alkohol, / = 2dm; 
a=+0,48° = + 60,3° 


Die aus den beiden Atherfraktionen gewonnene, von Dioxycholen. 
siure befreite alkoholische Mutterlauge wurde auf dem Wasserbade zur 
Trockne gedampft, der Riickstand mit Petrolither digeriert und pulverisiert 
und das von Petroliither befreite Pulver mit Ather digeriert. Aus diesem 
Atherauszug wurde nach dem Abdampfen des Athers ein Riickstand ge. 
wonnen, der aus Alkohol—-Wasser mehrmals umkrystallisiert wurde. Prismen 
oder Tafeln vom Schmelzp. 248—252°. Ausbeute 0,14g. Liebermannsche 
Reaktion: gelb-orangerot. Keine Mischschmelzpunktdepression mit reiner 
Dioxycholensdure. 

Der in der iiblichen Weise mit Diazomethan hergestellte Methylester 
der Siiure schmilzt bei 91—92°. Keine Mischschmelzpunktdepression mit 
reinem Dioxycholensiuremethy lester. 


4,210 mg Subst.: 11,458 mg CO,, 3,724 mg H,0O. 
C,.H,,O, Ber. C 74,20 H 9,97 Gef. C 74,23 H 9,90. 
Der Ester wurde mit 5°/,iger alkoholischer Kalilauge verseift und die 
dabei erhaltene Siure aus Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. 


Tafeln vom Schmelzp. 255—256°. Keine Mischschmelzpunktdepression mit 
reiner Dioxycholensiure. 


4,001 mg Subst.: 10,809 mg CO,, 3,518 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,68 H 9,84. 
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Uber das Schicksal der Cholsiure 
im Meerschweinchenorganismus 


Von 


Chai Heung Kim 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, Japan) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1939) 


Seit einigen Jahren wird die Galle von verschiedenen Tier- 
spezies im hiesigen Institut untersucht. Es wurde dabei gefunden, 
daB in der Mehrzahl der Fille die Cholsiure') oder andere das 
Cholsiiureskelett enthaltende*) und der Cholsiure aihnliche Gallen- 
siiuren’) in der Galle enthalten sind. 

Um den Bildungsmechanismus der Desoxycholsiure aus Chol- 
siure zu untersuchen, wurde die Cholsiiure (18,8 g) als Natrium- 
salzlésung Meerschweinchen (118) in die Bauchhéhle eingespritzt 
und die Gallensiure im gesammelten Harn (9,1 Liter) und in der 
Galle (80 com aus 108 Meerschweinchen) untersucht. Nach Imai‘) 
soll in der Galle des Meerschweinchens nur die Chenodesoxychol- 
siure und 8-Oxy-7-ketocholansdure, nicht aber die Desoxychol- 
siipre enthalten sein. In der Galle von 1500 Meerschweinchen 


Tabelle I 
‘ Harn (9,1 Liter) Galle (80 ecm) 
Gallensiure ha g in g 
Chenodesoxycholsiiure .... . — 0,074 
3-Oxy-7-ketocholansiiure. . . . . — 0,034 
Desoxycholsiure ........ 0,015 0,200 


1) T, Shimizu, Chemie u. Physiologie der Gallensiure 1935, S. 42—82. 

*) T. Shimizu u. T. Oda, Diese Z. 227, 74 (1936); T. Shimizu u. 
T. Kazuno, Ebenda 239, 67 (1936); 239, 74 (1936); 244, 167 u. 170 (1936). 

5) O. Hammarsten, Diese Z. 24, 322 (1898); R. Tschesche, Ebenda 
203, 263 (1931); S. Asikari, J. of Biochem. 29, 319 (1939); K. Ohta, 
Diese Z. 259, 58 (1939); K. Yamasaki u. H. Yuuki, Diese Z. 244, 173 
(1936). 

*) Diese Z. 248, 65 (1937). 
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konnte er keine Desoxycholsiiure auffinden. Bei Zufuhr von Chol- 
siure wurden verschiedene Gallensiuren im Harn und in der 
Galle aufgefunden. 

Wie aus der Tab.I ersichtlich ist, wurde die Desoxychol- 
siure nicht nur im Harn, sondern auch in der Galle des mit 
Cholsiure eingespritzten Meerschweinchens aufgefunden, und zwar 
betrug die Ausbeute in der Galle 0,2 g. Diese Ergebnisse scheinen 
darauf hinzuweisen, daB die eingespritzte Cholsiure im Meer- 
schweinchenorganismus unter Reduktion der sekundiren Alkohol- 
gruppe an ©, des Cholsduremolekiils in Desoxycholséure ver- 
wandelt worden ist, und zwar, daB aus der Cholsiure (I) zuerst 
durch partielle Oxydation 3-Oxy-7, 12-diketocholansiure (IT), dann 
durch Reduktion der CO-Gruppe an C, 3-Oxy-12-ketocholan- 
siure (III) gebildet, und letztere weiter zu Desoxycholsiure (IV) 
reduziert wurde. 

Diese Auffassung des Mechanismus wird wohl durch die Tat- 
sache unterstiitzt, da8 die Cholsiure und die Desoxycholsiure 
unter gewissen Bedingungen®) zu 3-Oxy-7,12-diketocholansiure 
und zu 3-Oxy-12-ketocholansiure partiell oxydiert werden — welche 
letztere in der Galle des Rindes von Wieland und Kishi) als 
Wielands Saure aufgefunden worden ist — und daB aus 7,12-Di- 
oxycholansiure durch partielle Oxydation") 7-Keto-12-Oxycholan- 
siure gebildet wird. 

Die Bildung der «- und #-3-Oxy-12-ketocholansiure) aus 
3,12-Diketocholansiure im Krétenorganismus weist darauf hin, 
daB vielleicht auch die Desoxycholsiure iiber eine Oxyketosiitre 
aus Cholsaiure gebildet wird. 

Obwohl noch kein experimenteller Beweis erbracht ist, kénnte 
man vielleicht annehmen, da8 auch die Chenodesoxycholsiure (V1) 
in gleicher Weise aus Cholsiure gebildet werden kann, indem 
die Cholsiure durch Reduktion zuerst in 3-Oxy-7, 12-diketocholan- 
siure (II), dann in 3-Oxy-7-ketocholansiure (V) verwandelt wird, 
um weiter zu Chenodesoxycholsiiure (VI) oder zu Ursodesoxychol- 
siure (VII) reduziert zu werden. Ein Zwischenprodukt dieser 
vermuteten Umwandlungsreihe, die 3-Oxy-7-ketocholansiure (V), 
hat Imai‘) in Meerschweinchengalle aufgefunden. 


5) K. Kaziro u. T. Shimada, Diese Z. 249, 220 (1937). 

6) Diese Z. 214, 47 (1933). 

*) H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 210, 268 (1932). 

8) K. Yamasaki u. K. Kyogoku, Ebenda 238, 29 (1935); 2385, 43 
(1935); K. Kyogoku, Ebenda 246, 99 (1937); 260, 253 (1937). 
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OH 
| CH, 
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“OH R = CH—CH,—CH,—COOH 
Y 0 0 
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Beschreibung der Versuche 
1. Gallensduren der Galle 


Meerschweinchen vom Koérpergewicht von 400—500 g (ingesamt 118), 
die wihrend des Versuches tiglich mit Okara und Karotten gefiittert wurden, 
wurden je 2ccm einer 1°/,igen Natriumcholatlésung pro Kilo in die Bauch- 
héhle eingespritzt. Die dabei verabreichte Gesamtmenge an Cholsiure be- 
trug 18,8 g. Der Harn wurde immer nach der Injektion bis zum nichsten 
Tag in der Bodenschale des Kifiges gesammelt. Die Meerschweinchen 
starben nach mehrmaliger Injektion der Cholatlésung. Den durch Injektion 
gestorbenen 108 Meerschweinchen, denen die Cholatlésung tiglich wieder- 
holt injiziert wurde, wurden ihre Gallenblasen herausgenommen. 

Die Galle, etwa 80 cem, wurde durch Alkohol von Mucin befreit, mit 
Kalilauge versetzt, bis die Lésung 15°/, davon enthalt, und im Autoklaven 
bei 180° 8 Stunden lang erhitzt und dann filtriert. 

Das Hydrolysat wurde unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure mit 
Ather erschédpfend extrahiert. Der Atherauszug wurde nach dem Waschen 
mit Wasser mit Pottasche getrocknet und auf dem Wasserbade auf ein 
kleines Volumen eingedampft. Beim Stehen der dtherischen Lésung schied 
sich eine Krystallisation ab. Die Krystalle wurden abfiltriert und mit 
einer kleinen Menge Ather gewaschen. Es wurden die Krystalle als I. und 
das iitherische Filtrat als II. Fraktion bezeichnet. 

I. Krystalle. Diese wurden in Essigither gelést, die Liésung wieder 
auf ein kleines Volumen eingeengt und unter Zusatz von Methanol stehen 
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gelassen, wobei sich prismatische Nadeln abschieden. Ausbeute 0,17 ¢, 
Die aus Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisierte Siure schmolz be; 
181—185° und die dann aus Eisessig wiederholt umkrystallisierten prisma- 
tischen Nadeln schmolzen bei 144—145° und zeigten mit reiner Eisessig- 
choleinsiiure keine Schmelzpunktdepression. Liebermannsche Reaktion: 
gelb-orangerot. 


4,022 mg Subst.: 10,142 mg CO,, 3,497 mg H,O. 
C,.H,,0, Ber. C 68,97 H980 Gef. C6877 4H 9,73. 


Formylester. 85 mg der Siure wurden in 4 cem Ameisensiure auf 
dem Wasserbade 8 Stunden lang erwirmt und das Reaktionsgemisch durch 
Zusatz von Wasser ausgefillt. Die Fillung wurde aus Alkohol—Wasser 
mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 1983—194°, Sie zeigten 
mit reiner Diformyldesoxycholsiure keine Schmelzpunktdepression. 


4,060 mg Subst.: 10,368 mg CO,, 3,382 mg H,O. 
C..H,0, Ber. C 69,644 H8,93  Gef. C 69,65 H 9,18. 


II. Atherisches Filtrat. Diese Fraktion wurde mit dem Essigester— 
Methanolfiltrat aus der I. Fraktion vereinigt und zur Trockne verdampft. 
Der Riickstand wurde in 2°/,igem Ammoniak gelést und mit einer 10°/,igen 
Bariumchloridlésung ausgefallt. Nach dem Filtrieren wurden die Fillung (A) 
und das Filtrat (B) getrennt behandelt. 

A. Bariumsalzfillung. Die Fillung wurde in 5°/,iger Sodalésung 
auf dem Wasserbade 3 Stunden lang gekocht und dann filtriert. Das Filtrat 
wurde unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiiure ausgefillt. Die Fillung 
wurde wieder mit Ammoniak aufgenommen und mit Bariumchloridlésung 
ausgefillt. Die Fiallung wurde nach dem Trocknen mit 80°/,igem Alkohol 
erschépfend extrahiert. 

Aus dem Alkoholauszug wurden beim Abdampfen lange Nadeln er- 
halten. Diese Krystalle wurden durch Kochen mit 5°/,iger Sodalésung in 
das Natriumsalz umgewandelt und abfiltriert. Das Filtrat wurde durch 
verdiinnte Salzsiure ausgefillt. Die Fillung wurde nach dem Trocknen 
aus Essigester umkrystallisiert. Amorphe Masse vom Schmelzp. 126—128°. 
Ausbeute 74mg. Liebermannsche Reaktion: gelb-violettrot. Sie zeigte 
mit reiner Chenodesoxycholsiure keine Schmelzpunktdepression. 


Spezifische Drehung: 70 mg Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 
l=2dm, o=+0,15°, == 4 10,7°. 


Diformyl-chenodesoxycholsiure. 30mg der Siure wurden in 
3ccm reiner Ameisensiure auf dem Wasserbade 6 Stunden lang erwirmt. 
Die Reaktionslésung. wurde nach dem Einengen im Exsiccator durch Wasser 
ausgefallt, die Fallung nach dem Trocknen aus Alkohol-Wasser umkrystalli- 
siert. Nadeln vom Schmelzp. 180—181°. Keine Schmelzpunktdepression 
mit reiner Diformyl-chenodesoxycholsiure. 


4,015 mg Subst.: 10,224 mg CO,, 3,222 mg H,0. 
C,,H,.O, Ber. C 69,59 H899 Gef. C 69,45 H 8,98. 


B. Das Filtrat. Das von der Bariumsalzfallung abfiltrierte Filtrat 
wurde unter Ansdiuern mit verdiinnter Salzsiure mit Ather extrahiert, der 
Atherauszug nach dem Waschen mit Wasser und nach dem Trocknen mit 
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Pottasche abgedampft und der Riickstand nach dem Trocknen in einer 
kleinen Menge Alkohol gelést. Diese alkoholische Lésung wurde mit einer 
Semicarbazidlésung (0,5 g salzsaures Semicarbazid und 0,75 g Natriumacetat 
in 5—6 Tropfen Wasser und ein wenig Alkohol) versetzt, 3 Stunden lang 
auf dem Wasserbade erwirmt und dann durch Abdampfen vom Alkohol 
befreit. Das Reaktionsgemisch wurde mit etwas Wasser verdiinnt und viel- 
mals ausgeiithert. Dabei wurden ein Atherauszug (2.) und eine schwach 
rotliche Féllung (1.) erhalten. 

Die Fillung (1.), wurde in Aceton suspendiert und unter Zusatz von 
5 Tropfen verdiinnter Salzsiure auf dem Wasserbade 15 Minuten lang er- 
wirmt, um das Semicarbazon zu zerlegen. 

Das Reaktionsgemisch wurde durch Abdampfen vom Aceton befreit, 
in Wasser unter Erwirmen gelést und nach dem Erkalten mit Ather ex- 
trahiert. Der mit Pottasche getrocknete Atherauszug wurde abgedampft, 
der Riickstand aus Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Tafeln vom 
Schmelzp. 200—202°. Liebermannsche Reaktion: schwach gelb. Die 
Krystalle zeigten mit reiner 3-Oxy-7-ketocholansiure keine Schmelz- 
punktdepression. Ausbeute 34 mg. 


8,805 mg Subst.: 10,284 mg CO,, 3,397 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. C 73,79 H981 Gef. C 73,71 H 9,97. 


Die vom 3-Oxy-7-ketocholansiure-semicarbazon abgetrennte Ather- 
lisung wurde nach dem Abdampfen des Athers in 2°/,igem Ammoniak 
gelést, mit einer 10°/,igen Bariumchloridlésung gefillt und der Niederschlag 
abfiltriert. Aus dem Filtrat wurde nach Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiure 
wieder eine Fillung erhalten, aus der wieder eine Bariumsalzfiillung er- 
halten wurde. 

Aus dem zweiten Filtrat wurde keine Gallensiurefillung mehr ge- 
wonnen. Die vereinigte Bariumsalzfillung wurde durch Kochen mit 
5°/,iger Sodalésung ins Natriumsalz verwandelt und abfiltriert. Das Filtrat 
wurde mit verdiinnter Salzsiure angesiuert, die Fillung getrocknet und 
mit Ather digeriert. Beim Verdunsten wurden aus dem Atherauszug pris- 
matische Nadeln gewonnen, die aus Eisessig mehrmals umkrystallisiert 
wurden. Ausbeute 30 mg. Prismatische Nadeln vom Schmelzp. 143—144°. 
Liebermannsche Reaktion: gelb-orangerot. Sie zeigten mit Eisessig- 
choleinsiure keine Schmelzpunktdepression. 


8,715 mg Subst.: 9,417 mg CO,, 3,246 mg H,0. 
C,.H,0, Ber. C 68,97 H 9,80 Gef. C 69,16 H 9,78. 


2. Gallenséure im Harn 


9,1 Liter alkalischer Harn vom spezifischen Gewicht 1010—1030 wurden 
mittels des elektrischen Féhns zur Trockne abgedampft, mit absolutem 
Alkohol 8mal extrahiert, der Alkoholauszug auf kleines Volumen eingeengt 
und zu einem Drittel mit Wasser versetzt. 

Diese wiiBrige Alkohollésung wurde unter Ansiuern mit verdiinnter 
Salzsiure mit Petrolither ausgeschiittelt, um die fettige Substanz zu ent- 
fernen, und nach der Neutralisation mit Sodalésung von Alkohol und 
Petroliither befreit. Diese Lésung wurde unter Ansiiuern mit verdiinnter 
Salzsiiure ausgeiithert, wobei zwischen der Wasser- und Atherschicht eine 
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Fillung eintrat. Diese Fillung wurde in 2°/,iger Ammoniaklésung gelist 
und unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure ausgeiithert. Die ver. 
einigten Atherausziige wurden erst mit Wasser gewaschen, dann mit 
Pottasche getrocknet und zur Trockne gedampft. Die dabei zuriick. 
gebliebene briunlich-harzige Masse wurde mit 2°/,igem Ammoniak auf. 
genommen, mit 10°/,iger Bariumchlorid-lésung ausgefillt und abfiltriert, 

1. Bariumsalzfallung. Die Bariumsalzfillung wurde mit 5°), iger 
Sodalésung umgekocht und abfiltriert. Das Filtrat wurde mit verdiinnter 
Salzsiure ausgefallt, die Fillung wieder in 2°/,igem Ammoniak gelést und 
mit 10°/,iger Bariumchlorid-lésung ausgefallt und abfiltriert. Die Fiillung 
wurde in genau gleicher Weise in das Natriumsalz verwandelt. Diese 
Behandlung wurde nochmals wiederholt, um die Verunreinigungen villig 
zu entfernen. Die Natriumsalzlésung wurde unter Ansiuern mit ver. 
diinnter Salzsiure mit Ather ausgezogen, wobei zwischen beiden Schichten 
eine Fillung auftrat. Diese Fillung wurde in Ammoniak gelést, unter 
Ansiiuern wieder mit Ather extrahiert, der Atherauszug mit Wasser ge- 
waschen und mit Pottasche getrocknet. Der beim Abdampfen des Athers 
zuriickgebliebene Riickstand wurde wiederholt in Ammoniak gelést und 
mit Bariumchlorid-lésung gefillt, die Bariumsalzfillung in das Natriumsalz 
verwandelt und aus dieser Natriumsalzlésung die Siuren erhalten. Aus- 
beute 0,35 g. 

Die Sdure wurde in Alkohol mit Tierkohle entfirbt und nach den 
Abdampfen des Alkohols mit Ather digeriert. Beim Stehen schieden sich 
aus dem Atherauszug einige Krystalle ab, die aus Eisessig mehrmals un- 
krystallisiert wurden. Prismatische Nadeln vom Schmelzp. 141—144°. Sie 
zeigten mit reiner Eisessigcholeinsiure keine Schmelzpunktdepression. 
Ausbeute 15 mg. 

5,197 mg Subst.: 13,185 mg CO,, 4,572 mg H,0O. 

C,,H,,0, Ber. C 68,97 H 9,80 Gef. C 68,93 H 9,84. 


2. Filtrat. Die von der Bariumsalzfillung abgetrennten vereinigten 
Filtrate wurden mit verdiinnter Salzsiiure ausgefillt, die Fiallung in 2°/)igem 
Ammoniak gelést und abfiltriert. Das Filtrat wurde unter Ansiuern mit ver- 
diinnter Salzsiure mit Ather extrahiert, wobei zwischen beiden Schichten 
eine Fillung auftrat. Diese Fallung wurde in 2°/,igem Ammoniak gelést 
und mit verdiinnter Salzsiure angesiuert. Dann wurde wieder mit Ather 
ausgezogen. Der Atherauszug wurde nach dem Abdampfen des Athers in 
Essigester mit Tierkohle entfirbt und die Essigesterlésung stehen gelassen. 
Dabei trat eine Krystallisation ein. Die aus Alkohol mehrmals umkrystalli- 
sierten tetraedrischen Krystalle schmolzen bei 198—199°, zeigten positive 
Myliussche sowie Hammarstensche Reaktion und keine Schmelzpunkt- 
depression mit reiner Cholsiure. 


Spezifische Drehung: 45,821 mg Subst. in 10 cem absolutem 


Alkohol, 
1 = 2dm, a = + 0,344°, [u]!8° = + 87,54°. 


4,766, 5,221 mg Subst.: 12,388, 23,488 mg CO,, 3,308, 4,590 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 70,53 H 9,87 Gef. C 70,46, 70,43 H 9,89, 9,4. 
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Wachstum junger Ratten 
und Bildung vitalfarbbarer roter Blutzellen 
Von 
Hans y. Euler und Maj Malmberg 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1939) 


Die Tatsache, da8 Blutbildung durch Bestandteile der Nahrung 
in hohem Grad beeinfluBt werden kann, ist in erster Linie durch 
die Erfolge der Lebertherapie bei der Bekimpfung der perniciésen 
Animie auf Grund der Entdeckungen von Murphy und Minot}), 
ferner von Cohn und von Castle?) erwiesen worden. Man hat, 
zuniichst aus formalen, systematischen Griinden, die wirksamen 
Bestandteile der Leberextrakte — soweit sie nicht anorganisch 
sind’) — den Vitaminen angereiht. Auch sind fast alle bereits 
bekannten Vitamine von verschiedenen Seiten auf ihre blutbildende 
Wirkung hin untersucht worden, und zwar wurde vielfach iiber 
positive, durch verschiedene Vitamine erzielte Ergebnisse berichtet*). 

Nun sind aber die speziellen Substrate dieser Vitamine, welche 
dabei zur Wirkung kommen und die Art ihrer Reaktion — wenn 
man davon absieht, daB sie an Oxydoreduktionen irgendwie be- 
teiligt sind — noch unbekannt, und man hat die bisher bekannten 
Vitaminreaktionen mit ihrem Hinflu8 auf das Blutbild nicht in 
Beziehung setzen kénnen. 


1) Minot, Murphy, Cohn u.a., J. of Biol. Chem. 74, 69 (1927). 

2) Amer. J. med. Sci. 178, 748 (1929); 182, 74 (1931). 

8) Die Bedeutung des Cu ist in letzter Zeit eingehender nachgewiesen 
worden. Vgl. z. B. Boyden u.a., J. Nutrit. (Am.) 15, 397 (1938). Die 
Ergebnisse werden verstindlich durch den Nachweis von Cu-Proteinen 
(Eisler, Rosdahl, Theorell, Biochem. Z. 286 (1936); Mann u. Keilin, 
Proe. roy. Soc., London, B. 126 (1938); Sarata u. Suzuki, Jap. J. med. Sci. 
2 (1938). 

*) Uber chemische Ergebnisse an einem Perniciosa-heilenden Stoff 
berichten Karrer u. Mitarb.. Helvet. chim. Acta 21, 314 (1938). — Vgl. auch 
Tschesche u. Wolf, Naturw. 27, 176 (1939). 


104 Hans v. Euler und Maj Malmberg, 


Unsere Untersuchung war zunichst durch die Annahme yer. 
anlaBt, daB die Wirkung des A-Vitamins iiberhaupt durch das 
Blut vermittelt wird. Der Vitamingehalt der roten Blutzellep 
wurde besonders untersucht. Das Hauptobjekt unserer Unter- 
suchungen waren die vitalfarbbaren Erythrocyten, VfE (Reticulo- 
cyten), deren Menge unter verschiedenen Bedingungen des Vitamin (- 
Vorrats zeitlich verfolgt wurde. Meist wurde aber auch die Gesamt- 
zahl der roten Blutzellen ermittelt. 


Bildung der VfE in skorbutischen Meerschweinschen. — An drei 
an skorbutischen Meerschweinschen ausgefiihrten Untersuchungen!) 
haben wir gezeigt, daB starke EKrhéhungen der VfE durch Ein- 
gabe von Vitamin C (durch Injektion und per os) dann auftreten, 
nachdem Skorbutanimie sich eingestellt hat?). Durch Zufuhr you 
Vitamin C verschwindet der Skorbut, und es tritt eine Erhéhung 
der VfE auf den 5- bis 10fachen Betrag des Normalwertes 
ein, eine Erhéhung, welche innerhalb 1—3 Tagen wieder zuriickgeht. 
Diese Steigerung macht sich meist nicht friiher als 12 Stunden nach 
der Injektion bemerkbar, kann aber auch schon wenige Stunden 
nach der Injektion einsetzen. Wir hatten die Arbeitshypothese 
erwogen, daB die Ascorbinsiure als Schutzstoff des Himoglobins 
fungiert und das Blut-Cu sowohl beziiglich Wirkungsfihigkeit als 
beziiglich Gleichgewicht beeinfiuBt. 


Depression der VfE in Ratten bei Vitamin A-Mangel. — Zur 
Beantwortung der Frage, ob es sich bei unseren Ergebnissen an 
Ascorbinsaure um spezifische, die Blutbildung beeinflussende Wir- 
kungen handelt, haben wir Versuche mit anderen Tieren als Meer- 
schweinchen aufgenommen, nimlich mit Ratten, und zwar haben 
wir nun die zu prifende Substanz stets per os eingegeben. Dabei 
hat sich die, wie wir glauben, bemerkenswerte Tatsache ergeben, 
daB bei A-Avitaminosen die Zahl der VfE rasch sinkt*), und zwar 
bei einer groBen Zahl von Versuchen auf 1/, des normalen Wertes. 


1) Euler u. Malmberg, Diese Z. 249, 85 (1937); 252, 24 (1938) und 
256, 243 (1938). 

2) Uber Anderung des PO,-Gehaltes im Blut Skorbut-animischer 
Meerschweinchen vgl. Euler u. Brandt, Diese Z. 240, 230 (1936). Der 
PO,-Stoffwechsel im Blut gewinnt auch im Zusammenhang mit der Phos- 
phorylierung von Vitamin B, im Blut und der damit zusammenhingenden 
Phosphorylierung des Glykogens erhdhtes Interesse. Versuche mit radio- 
aktivem P (nach vy. Hevesy) sind in Aussicht genommen. 


5) Vgl. Euler u. Malmberg, Naturw. 27, 166 (1939). 
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DaB die hier beschriebene Depression der Reticulocyten 
(4 VfE) ein sehr starker und konstanter Effekt ist, geht aus 
Tab. 1 hervor. 


Tabelle 1 
Normalratten 42 Tage Vit. A-frei ernihrte Ratten 
Ratte Erythrocyten VfE Ratte Erythrocyten VfE 
Nr. Mill. in emm in °%/, Nr. Mill. in emm in °/ 
1 6,82 8 19 485 7,38 1 
2 | 6,30 5 19 546 6,80 1 
3 7,08 6 19 532 7,98 0,2 
4 | 6,26 6,4 19 611 8,44 1 
5 6,34 10,4 20 421 8.03 0,8 
6 | 5,86 8,5 20 422 8,79 1 
7 | 8,10 7,2 20 424 9,50 2 
4 5,65 21,5 20 425 8,94 2 
9 6,95 | 10 20 576 8,3 1,4 
10 5,36 20 579 8,84 0,8 
| 6,28 20 587 8,32 2 
12 7,38 | 20588 7,24 0,5 
| | 18 708 7,46 0 
| 18709 6,81 
| 18 711 7,62 | @ 
| 18 487 7,81 Lu 
| | 18 950 8,0 | 1,6 
6,53 8,% | 7,57 


Wir sehen, daB bei starkem A-Mangel die Prozentzahl der 
VfE im Mittel von 8,75 auf 1,1 gesunken ist. Beim folgenden Ver- 
such (Tab. 2) war die Verarmung der Ratten an Vitamin A noch 


nicht so weit fortgeschritten. 


Tabelle 2 


Normalratten 
Durehsehn. Gew. zu Beginn 88 ¢g 


A-freie Ratten 
Blut nach 22 Tgn. A-freier Kost 


Ratte 
Nr. 


20 
21 
22 
23 


Erythrocyten VfE Ratte | 

Mill. in eem | in °/, Nr. | 
6,28 8,8 21125 | 
6,14 8,2 21126 | 
5,05 13 21127 | 
5,46 9,0 21 128 


Erythrocyten 


Mill. in ecm | 


q 
; 
Zar 
sen an 
e Wir- & 3 
; Meer- & 
haben 
bd 
Dabei & 
020000 
| | | 
| VfE 
| 
in °/, | 
| 3,9 
8,42 | 3,0 
7,79 | 3,6 
6,81 | 4,8 
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Zu dem an normalen Ratten hier gewonnenen Mittelwert 
von 9,7°/, VfE ist zu bemerken, da8 er etwas hoher ist als 
derjenige der vorhergehenden Tabelle, was darauf beruht, daf 
die hier verwendeten Ratten etwas jiinger waren. Bei den nur 
teilweise an Vitamin A verarmten Ratten fanden wir den Mittel- 
wert fir VfE 3,8. Wie aus der Figur hervorgeht, steigt die 
Anzahl VfE bis zum Normalwert mit steigender Siattigung des 
Tieres an A-Vitamin. 


11- 140 
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Der wesentliche Unterschied zwischen diesem an Ratten bei 
Vitamin A-Mangel erhaltenen Resultate und den Ergebnissen an 
Skorbut-animischen Meerschweinchen liegt darin, daB im letzteren 
Falle die Zahl der VfE (Reticulocyten) nach Einfiihrung der 
Ascorbinsaure auBerordentlich stark iiber den Normalwert ansteigt, 
wihrend bei obigen Versuchen mit A-avitaminotischen Ratten der 


normale Reticulocytengehalt erreicht wird. 


Depression der VfE in Ratten bei Vitamin B-Mangel. — Nach den 
ebengenannten Versuchen bestand die Méglichkeit, die Reticulo- 
cytenzahl bzw. die Reticulocytendepression als Vitamin A-Test zu 
verwerten. Es blieb zu entscheiden, ob es sich bei diesem Effekt 
um eine spezifische Vitamin A-Wirkung handelt oder nicht. Wir 
haben deswegen gleichartige Versuche an Ratten angestellt, welche 
ohne den Vitamin B-Komplex ernihrt wurden. 

Die folgenden Tabellen zeigen, wie bei Ratten, welche durch 
Vitamin B-freie Kost auf ein Minimum von Reticulocyten gebracht 
worden waren, durch Zusatz von 200 mg Brauerei-Trockenhefe 
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Tabelle 3 
Vitamin B-freie Kost 
Gehalt an VfE 
in Anzahl VfE in °%, 
Ratte 4 Tage 1 Tag nach Versuchstagen 
Nr. vor vor 
Versuchs- | Versuchs- 
beginn | beginn | 15 
22 880 0 0,6 re : 1,2; 1 0,2; 0,1; 0,1 
22881] 0,2 0,4 1,5| 64/ O1 1,0 
22 882 0,2 0,4 : 0,4; 0,8; 0,1; 0 | 0,1 
99883] 20 0,6 pro Tier und Tag 1,2] 0,8] 0 0 
2884] 0,4 0,6 Brauerei- 0,8| 8,8} 3,0) 8,0, 10,0 
22 885| 0 0 Trockenhefe |]0,8; 38) 3 | 3. 7 
22 886 1,0 0,2 200 mg | 34/15 |15 |10 | 10 
22887] 0,2 0,4 pro Tier und Tagl}0,6/ 7 = (12 
92888] 1,4 0,2 Neg. Kontrolltier {]0,4| 0,4) 0 0 
22 889 1,2 0,8 ohne Probe 0,8; 0,2; 0,5; 0,5; 0,2 
Bei diesem Versuch wurden folgende Erythrocytenzahlen 
ermittelt: 
— Ratte Versuchsbeginn Ratte Ende des Versuchs 
Nr. in Mill. Nr. in Mill. 
22 880 8,42 22 888 8,86 
22 881 8,46 22 889 8,72 
22 882 7,68 
22 888 8,22 
22 884 8,48 
22 885 8,58 
Tabelle 4 
Vitamin B-freie Kost 
VfE in 


Latte 


1867 


Erythrocyt. in Mill. 


Erythrocyten in Mill. 


Anzahl VfE (Reticulocyten in °/,) 


3T Unmittel-| Prob 

Versuchs- | Versuchs- 

‘| beginn | beginn 14 
2%) Vfb | 2%) Vfb Brauerei- || 12°/) Vfb | 14°/, Vfb | 10°/, Vfb| 5°/, Vfb 
7,35 Mill. wi Trocken- || 7,11 Mill. | 7,74 Mill. oe 
0,2%) Vfb |0,19/, Véb|) _hefe 47, Vfb | 6%, Vfb | 3%, Vfb | 6%/, Vfb 
7,98 Mill. a 200 inn 7,78 Mill. | 6,86 Mill. | 7,75 Mill. | 8,00 Mill. 

T 

0,6°/, VEb |0,2%/, Vfb || Tag 89, Vfb | 9°/,Vfb 6%, Vfb | Vfb 

8,02 Mill. ly 7,5 Mill. | 7,03 Mill. | 7,08 Mill. | 7,00 Mill. 
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pro Tag und Tier die Reticulocytenzahl sehr rasch wieder ansteigt, 
Die Ratten sind bei dieser Behandlung zuerst am gesamtey 
Vitamin B-Komplex verarmt und hierauf wieder mit allen B-Kom. 
ponenten versehen worden. 


Zusatz einzelner B-Komponenten 


In einer weiterenVersuchsreihe haben wir nach der gleichen V or- 
behandlung (Entzug aller B-Komponenten) nur einzelne Vitamin B- 
Komponenten zugesetzt, nimlich Nicotinsiureamid (T'ab. 3) und 
Aneurin (Tab. 5), und zwar in Dosen, welche das ‘Tagesbediirfnis 
der Ratten wesentlich iiberschreitet. Die Tab. 3 zeigt, daB ein 
Anstieg der VfE dadurch nicht erreicht wird, daB vielmehr im 
Verlauf von 13 Versuchstagen ein weiterer Abfall, bis auf das 
Verschwinden der Reticulocyten, eintrat. 

Die Tab.5 zeigt, daB auch ein Zusatz von Aneurin (Vitamin B.) 
die prozentische Anzahl der VfE in den an allen B-Komponenten 
verarmten Ratten nicht wieder zu erhdéhen vermag. 


Tabelle 5 
B-freie Grundkost 


Anzahl VfE (Reticulocyten) in °/, 

Ratte | Reticulocytenzahl in °/, nach Zusatz von 107 B, 
Nr. Bei Versuchsbeginn [| Tage 

10 | 13 
23098 1 1 1 2,8 0 
28099 0 1 1 0,2 0 
23100 0,2 0 0 0,2 1 
23101 2,4 5,5 2 1 0 
23102 1 1 1,4 1,8 2 


In Riicksicht auf die eingangs erwihnten Angaben iiber den 
Einflu8 des Kupfers auf die Blutbildung wurden auch einige 
orientierende Versuche angestellt, bei welchen B-frei ernihrte 
Ratten Tagesdosen von 50y Cu erhielten. Es war bekannt. 
(Boyden u.a., a.a.O.), daB solche Cu-Dosen von Ratten vertragen 
werden. 

Eine Wiederzunahme der Reticulocyten durch den Cu-Zusatz 
konnte bei unserer Diit, die nicht frei von Cu-Spuren war, nicht 
festgestellt werden. Cu-Uberschu8 kann also die Wirkung des 
. Mangels einer B-Komponente nicht kompensieren. 
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unsteigt, fF Es handelt sich also bei den beobachteten Depressionen nicht 
esamten - um spezifische Wirkung des A-Vitamines oder des B-Komplexes. 
B-Kon- - Der Mangel an Reticulocyten tritt nach unseren Erfahrungen 


dann ein, wenn das Wachstum durch Nahrungsmingel zum Still- 
stand gekommen ist. Indem wir uns die eingehendere Diskussion 
iiber unsere experimentellen Ergebnisse bis zur Mitteilung weiterer 


1enVor- — Versuche vorbehalten, glauben wir einstweilen schlieBen zu diirfen, 
aminB. — daB es sich bei den beschriebenen Wirkungen darum handelt, 
3) und — daB ein an Wachstumsvorgiingen wesentlich beteiligter Stoff 
adiirfnis f — wir vermuten in Riicksicht auf friihere Ergebnisse dieses In- 
ein stitutes +) eine Nucleinsiure bzw. ein Polynucleotid des Zellkerns — 
vehr im | unter den die Depression hervorrufenden Nahrungsmiingeln nicht 


auf das — gebildet wird, und dadurch die Bildung der Blutzellkerne nicht 
' oder nur in geringem Grad zustande kommt. Wir nehmen an, 

minB,) an der Bildung dieses hypothetischen Stofies S eine Reihe 

ynenten — von Enzymen beteiligt sind, zu welchen die Vitamine A, C und B 
die Co-Enzyme liefern. 


1) Euler u. G. Schmidt, Diese Z. 223, 215 (1934). 
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Untersuchungen iiber den Filtratwachstumsfaktor By 


° Von 
Hans Kringstad und Gulbrand Lunde 
Mit 7 Figuren im Text 


(Aus Hermetikkindustriens Laboratorium, Stavanger, Norwegen, 
Forschungslaboratorium der norwegischen Konservenindustrie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1939) 


Bei unseren Untersuchungen iiber den Antipellagrafaktor 
der Ratte konnte festgestellt werden, daB die Ratten aufer 
Vitamin B, (Aneurin), B, (Lactoflavin) und B, (Adermin) fiir ihre 
normale Entwicklung noch weitere Faktoren des B-Komplexes 
benédtigen. Diese Faktoren waren im Filtrat nach einer Fuller. 
erde-Adsorption vorhanden. Wir haben diese Faktoren damals 
Leberfiltratfaktor (Lf) bezeichnet’). 

Dieses ,,Filtrat“ nach einer Fullererde-Adsorption wurde von 
Lepkovsky, Jukes und Krause’), Edgar und Macrae’, 
Halliday und Evans‘), Schultz und Mattil5) und schlieBlich 
auch von Oleson, Bird, Elvehjem und Hart*) untersucht. Die 
Ergebnisse dieser Autoren sind zum Teil widersprechend und 
lassen sich schwer unter einheitlichen Gesichtspunkten zusammen- 
fassen. Dies kann vielleicht durch die verschiedene Zusammen- 
setzung der Grundkost und auch durch verschiedene Versuchs- 
bedingungen bei der Herstellung des Filtrats erklirt werden. 

Edgar und Macrae, die ihre Versuche mit Hefe als Aus- 
gangsprodukt durchgefiihrt haben, geben beispielsweise an, dab 
sie das volle Wachstum ihrer Versuchstiere erhielten, wenn sie 
der Grundkost sowohl] das Filtrat als das Eluat zusetzten. Lep- 
kovsky und Mitarbeiter erhielten ebenfalls normales Wachstum 
der Ratten, wenn sie der Grundkost gleichzeitig ,,Kluat“ (Faktor 1) 
und ,,Filtrat“ (Faktor 2) zusetzten. Diese Autoren haben ihren 
Faktor 1, der sich spiter mit Vitamin B, identisch erwiesen hat, 
aus Hefe hergestellt, wihrend sie den Faktor 2 aus einem Leber- 
extrakt darstellten. 

Elvehjem und Mitarbeiter®) konnten die Versuche von 
Edgar und Macrae, wenn sie mit Leber arbeiteten, nicht 
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gereinigt. 
_ arbeitern!°) bei ihren Untersuchungen iiber den Pellagrafaktor 
verwendeten Methode zur Reinigung des Caseins iibergegangen"). 
_ Eine andere Methode zur Reinigung des Caseins wird yon Supplee 
Mitarbeitern!’) empfohlen. Sie beruht auf Auswaschen des 
 Caseins mit einer verdiinnten Kochsalzlisung beim iso-elektrischen 
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reproduzieren. Frost und Elvehjem’) diskutieren die Méglich- 


' keit, daB man nach Behandlung mit Fullererde den Wachstums- 
- faktor, der von ihnen als Faktor W bezeichnet wird, nicht wieder 


zuriickgewinnen kann, da sie bei keiner Kombination von Filtrat 
oder Eluat die volle Wirksamkeit des Ausgangsmaterials er- 
hielten. Dieser Faktor W enthalt wahrscheinlich einen Teil der 
gleichen Faktoren wie das Fullererdefiltrat. 

Wir haben friiher bei unseren Versuchen mit Fischleber die 
yvolle Wirksamkeit des Ausgangsmaterials bei Zusatz von Filtrat 
und Eluat nach einer Fullererde-Adsorption erhalten’), Bei 
spiiteren Versuchen, wo wir von Hefe oder einem Reisschalen- 
extrakt ausgegangen sind, konnten wir nach der Behandlung mit 


_ Fullererde die fiir die normale Entwicklung notwendigen Faktoren 


nicht wieder zuriickgewinnen. Diese Beobachtungen fiihrten zu 


eingehenden Versuchen, bei welchen wir den EinfluB8 der Adsorp- 
_ tion bei verschiedenen Bedingungen studierten. Da die Ergebnisse 
' dieser Versuche sowie unsere Untersuchungen iiber das Vorkommen 
des Vitamins B, fiir die weitere Aufklirung des Vitamin B-Kom- 
_ plexes von Bedeutung sein diirften, sollen sie hier kurz mit- 
 geteilt werden. 


Die Grundkost bei Untersuchungen iiber das Vitamin B-Komplex 
Bei unseren Untersuchungen iiber das Vitamin B-Komplex 


hat es sich herausgestellt, daB die Zusammensetzung der Grund- 
 kost von ausschlaggebender Bedeutung ist. 
_ Untersuchungen iiber das Vorkommen des Vitamins B, verwendeten 
| wir die B-freie Grundkost von Bourquin und Sherman’). Diese 
_ Grundkost wurde auch von Gydrgy®) bei seinen grundlegenden 
| Versuchen iiber Vitamin B, verwendet. 
_ die Zusammensetzung I der Tab. 1 (vgl. S. 112). 


Bei unseren ersten 


Diese Grundkost hatte 


Im Anfang haben wir das Casein nach Gyérgy mit Alkohol 
Spaiter sind wir zu einer von Elvehjem und Mit- 


Punkt. 


Bei unseren Untersuchungen iiber den Vitamin B,-Gehalt 
von verschiedenen Produkten haben wir zu dieser B-freien Grund- 
kost den Ratten tiglich 6—10 y Vitamin B,-Hydrochlorid und 
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10—15 y Lactoflavin gegeben. Auf diese Grundkost gesetzt 
wurden die Ratten nach 7 Wochen gewichtskonstant. Etwa 70°), 
der Ratten zeigten nach 5—6 Wochen mehr oder weniger aus- 
gesprochen die ersten Symptome der Rattenpellagra (vgl. Fig. 1), 


Tabelle 1 
Ubersicht der verwendeten Grundkosten 
‘tamin B.-frei 
Vitamin B,-frei XI 
I | | m | XI | xu 
Casein, gereinigt. . . . 18 18 18 18 
Casein, technisch . .. . 18 
18 
68 68 
68 68 68 68 
9 
8 8 8 8 8 
Dorschlebertran . .... %/, 1 2 2 2 2 9 
Salzmischung ...... %p 4 4 4 4 4 4 
Vitamin B,, kryst..... 7 6 10 10 10 10 10 
Vitamin B,, kryst..... ¥ 15 15 | 15 20 20 20 
Nicotinsiureamid. .... ¥ 20 20 


Ansbacher, Supplee und Bender!%) empfehlen bei bio- 
logischen Lactoflavin-Bestimmungen eine Grundkost mit Zucker 
als Kohlenhydratquelle statt Stirke. Wir sind bei unseren spiiteren 
Untersuchungen zu dieser Grundkost tibergegangen, indem wir 
die Reisstirke gegen Zucker ausgetauscht haben (Grundkost III, 
Gleichzeitig haben wir statt Butter Arachisél verwendet (Grund- 
kost II und III). 

Auf Grundkost III gesetzt wurden die Tiere nach etwa 
6 Wochen gewichtskonstant. Die Tiere zeigten gleichzeitig fast 
ausnahmslos deutliche Symptome der Rattenpellagra. Eine durch- 
schnittliche Gewichtskurve ist in Fig. 1 gezeigt. Dieses Ergebnis 
zeigt, daB die Reisstiirke wahrscheinlich Spuren von Vitamin B, 
enthilt. Bei biologischen Bestimmungen von Vitamin B, ist diese 
neue Grundkost weit geeigneter als die friihere mit Stiirke als § 
Kohlenhydratquelle. Spiiter setzten wir dieser Grundkost auBer B, 
und B, auch Nicotinsiureamid zu (Grundkost X1I). i 

Ww enn es sich darum handelt, weitere Faktoren aufer B,, B, 
und B, zu untersuchen, ist es notwendig eine Grundkost zu haber, f 
die auBer B, und B, eine ausreichende Menge von Vitamin B, f 
enthilt und. gleichzeitig frei ist von den weiteren B- Faktoren 
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Wir hatten nun friiher feststellen kénnen, daB Fischfleisch eine 
gute B,-Quelle darstellt!). Gleichzeitig haben wir darauf hin- 
gewiesen, daB das Fischfleisch sehr arm an den weiteren wachstums- 
fordernden Faktoren des B-Komplexes ist. Ersetzt man deshalb das 
Casein in der B-freien Grundkost mit Fischprotein, so erhilt man 
eine Grundkost, die geniigend B, enthalt. Die Vitamine B, und B, 


XM 
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Fig. 1 


Durchschnittliche Gewichtskurven von Ratten auf die bei den Untersuchungen angewandten 
B-freien Grundkosten. Die Zusammensetzung der Grundkosten (I, II, I1I, XI, XII, XIII) 
geht aus der Tab.1 hervor. Die Zahlen in [ ] am Anfang der Kurven bezeichnen das 
durchschnittliche Anfangsgewicht der Tiere. Die Zahlen in ( ) am Ende der Kurven 
bezeichnen die Zahl der Versuchstiere. + bedeutet Dermatitis verschiedener Grade 


werden wie friiher in reinem Zustand zugesetzt. (Das Fischfleisch 
enthilt Nicotinsiure.) Als Fischprotein kann man nicht das ge- 
wohnliche Fischmehl des Handels verwenden, da der Gehalt an 
Mineralsalzen meistens viel zu hoch ist. Fiir Dorschmehl betragt 
der Mineralsalzgehalt oft bis zu 30°/,. Wir haben deshalb ein 
Fischmehl verwendet, das aus MuskeleiweiB mit etwas Griiten 
hergestellt war. Der Aschegehalt dieses Fischmehls betrug etwa 
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8°/,. Wir haben in unserer Grundkost das gereinigte Casein 
durch dieses reine Fischmehl ersetzt*) (Grundkost XIII). 

Auf diese Grundkost gesetzt wurden die Tiere nach etwa 
3 Wochen gewichtskonstant. In keinem Fall erhielten sie aber 
die Symptome der Rattenpellagra. Dagegen konnten wir nach 
etwa 6—7 Wochen fast ausnahmslos Himorrhagieen konstatieren, 
Dieses Symptom wurde auch von Elvehjem und Mitarbeitern®) 
beobachtet. 

Bei der Bestimmung des Filtratwachstumsfaktors, den wir 
als Faktor B, bezeichnet haben, haben wir bei unseren spiteren 
Untersuchungen stets die Grundkost XIII verwendet. 

Wir haben auch versucht, in der Grundkost das gereinigte 
Casein durch gewéhnliches Handelscasein (Sdurecasein) zu er- 
setzen (Grundkost XII). Bei diesen Versuchen wurden die Tiere 
viel spiter gewichtskonstant. Die Ratten-Dermatitis entwickelte 
sich auch viel spiter und nur bei einem geringen Prozentsatz 
der Tiere. Dies zeigt, daB Handelscasein sowohl etwas von dem 
Vitamin B, als auch etwas von dem Faktor B, enthilt. 

Durchschnittskurven fiir alle diese Kostmischungen sind in 
der Fig. 1 abgebildet. 


Untersuchungen iiber das Vorkommen des Vitamins B, 


Wir haben friiher!!) das Vorkommen von Vitamin B, in ver- 
schiedenen Produkten bestimmt. In einer spiiteren Arbeit’) 
haben wir gezeigt, daB 2 g Maismehl pro Tier und Tag die Ratten- 
Dermatitis vollstindig heilt. Ferner konnten wir zeigen, dab 
Ratten auf eine B-freie Kostmischung mit 6 y B,, 20 y B, und 
2°/, Weizenkeimen wihrend 4 Wochen gutes Wachstum zeigten 
und keine Anzeichen von Dermatitis. Dies zeigt, daB Weizen- 
keime in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Birch, 
Gyérgy und Harris!) eine gute Vitamin B,-Quelle darstellen. 

Wir hatten auch friiher!*) zeigen kénnen, daB B-frei ernihrte 
Ratten (mit B, und B,) bei Zusatz von 5g Backereihefe (entsprechend 
1 g Trockenhefe) bzw. 1,5g entfettetes, vakuumgetrocknetes Fisch- 
lebermehl bzw. 5 ml eines wifBrigen Extraktes des Dorschrogens 
optimales Wachstum zeigten und Heilung der Dermatitis. 

Aus diesen Versuchen und weiteren unverdffentlichten Unter- 
suchungen haben wir eine Ubersicht iiber das Vorkommen des 


*) In vergleichenden Fiitterungsversuchen haben wir gezeigt, daB dieses 
Fischmehl als EiweiBquelle dem Casein mindestens gleichwertig war. 
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Vitamins B, in den von uns untersuchten Produkten zusammen- 
gestellt (Tab. 2). Wir haben hier diejenige Menge Vitamin B,, 
die der Ratte taiglich verabreicht werden muB, um die Dermatitis 
innerhalb 3 Wochen zu heilen, als eine Ratteneinheit bezeichnet. 
Diese entspricht nach den Untersuchungen von Kuhn und Wendt?’) 
und von Dimick und Schreffler?*) etwa 10 y reinem Vitamin B,- 
Chlorhydrat. 
Tabelle 2 


Bestimmung des Vitamins B, (Adermin) in verschiedenen Produkten 
(,kons.“ bedeutet: konserviert) 


Ratten- Ratten- 
Produkt einheiten Produkt einheiten 
pro § pro § 
Dorschfleisch . . . . 0,5 Kippers, kons. . . . . 1 
Schollenfleisch .. . 1 | Brislingsardinen, kons. 1 
Dorsehleber. . . . . 4 Heringssardinen, kons. 1 
Dorschmileh . ... | 0,5—1,0 Taschenkrebs, kons.. . > 0,5 
Dorschrogen, kons. >2 Weizenkeimen .... > 5 
Heringsmilch, kons. . 0,5 a ae > 2,0 
Reisschalen-Extrakt . . >10 
> 4 


Es sei noch angefihrt, daB wir bei taglichen Gaben von 
Nicotinsiureamid bis zu 2 mg pro Tier niemals eine Besserung 
der Dermatitis beobachtet haben. Im Gegenteil scheint der Zu- 
satz von Nicotinsiureamid die Entwicklung der Dermatitis zu be- 
schleunigen. (Vgl. die Kurven in Fig. 1 fiir die Kostmischungen III 
und XI. 


Versuche iiber die Trennung der B-Faktoren durch Adsorption 
auf Fullererde 


Bei mehreren Versuchen, wo wir eine Trennung des Vitamins B, 
von den weiteren Wachstumsfaktoren durch Adsorption auf Fuller- 
erde beabsichtigten, hat es sich gezeigt, daB das Filtrat nicht 
mehr die volle wachstumsférdernde Wirksamkeit weder allein 
noch nach Zusatz des Eluats besaB. Wir dachten, daB diese 
Verhaltnisse mit der Wasserstoffionen-Konzentration bei der Ad- 
sorption geindert werden kénnten, und untersuchten deshalb die 
Wirkung der Adsorption bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
Konzentrationen. 

Als Ausgangsmaterial diente trockene Brauereihefe. Die Hefe 
wurde 1/, Stunde mit Wasser gekocht und die Lésung durch 
Zentrifugieren geklirt. Aus dem Hefeextrakt wurde das Kiweif 
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durch Fallung mit Bleiacetat entfernt. Das iiberschiissige Blei- 
acetat wurde mit Schwefelsiure wieder ausgefallt und der Extrakt 
im Vakuum so weit eingeengt, bis 1 ml 1 g Trockenhefe entsprach. 
Das Extrakt wurde auf seine Wirksamkeit auf B-frei ernahrten 
Ratten (Grundkost III) gepriift. Das Extrakt gab gutes Wachs- 
tum, wenn 1 ml pro Tier und Tag gefiittert wurde (vgl. Fig. 2). 

Dieses Extrakt wurde nun mit Fullererde (B DH fir Adsorp- 
tionszwecke) bei p, = 6, 5,4, 3,2 und 1 behandelt. Das p,, wurde 


stets nach Zusatz des Adsorptionsmittels mit Schwefelsiure auf 


den gewiinschten Wert eingestellt. Ks wurden jedesmal 140 ml 
Extrakt 3mal nacheinander mit je 20g Fullererde behandelt. 
Das Filtrat wurde in allen Fallen durch Zusatz von Barium- 
hydroxyd auf etwa p, = 6 gebracht und so weit ae, dab 
1 ml 1 g Trockenhefe entsprach. 

Die Fullererde wurde in allen Fallen mit Bariumhydroxyd 
eluiert. Die Operation wurde 3mal wiederholt. Aus dem Eluat 
wurde das Barium durch Zusatz von Schwefelsiure wieder entfernt. 

Es wurde zuerst die biologische Wirksamkeit der ,,Filtrat- 
fraktionen“ untersucht. Wir verwendeten dazu Ratten, die unsere 
Grundkost XIII erhielten. Die durchschnittlichen Gewichtskurven 
der Tiere sind in Fig. 2 abgezeichnet. Die Tiere erhielten tiglich, 
wenn sie gewichtskonstant waren, so viel von dem Filtrat, dal 
es 2 g Trockenhefe entsprach. Das Ergebnis des Versuches war 
wie folgt: 

p,, = 6. Das durchschnittliche Wachstum der Tiere war 9 
pro Woche, also etwas weniger als die Gewichtszunahme der 
Tiere, die den mit Bleiacetat gefallten Extrakt der Trockenhefe 
(enteprechend 1/, bzw. 1 g) erhielten. 


= 5. Die mittlere wéchentliche Gewichtszunahme der 
Tiere bei Zugabe von dem Filtrat in einer Menge entsprechend 
2 g Trockenhefe war etwa 10 g, also etwa ebenso groB wie die- 
jenige der Tiere, die das Extrakt von 1/,—1g Trockenhefe er- 
hielten. 


p, = 4. Es dauerte etwa 1 Woche, ehe das Wachstum 
einsetzte. Die Tiere wuchsen auch nicht ganz so gut wie mit 
den Filtraten, die bei p, = 6 oder 5 hergestellt wurden. 


p,, = 8. Die Tiere scheinen dieses Filtrat schlecht zu ver- 
tragen. Nach 1'/, Wochen starben 2 der 4 Versuchstiere. Erst 
nach 2 Wochen fangen die iiberlebenden 2 Tiere an zu wachsen. 
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Die mittlere wéchentliche Gewichtszunahme ist allerdings jetzt 


fast so gut wie bei den anderen Tieren. 
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p,, = 2. Dieses Filtrat wird von den Tieren noch schlechter 
vertragen. Simtliche Tiere nahmen an Gewicht ab. Bereits nach 
3 Tagen starben 2 der 4 Versuchstiere. Die beiden anderen 
erholen sich kurz, nehmen aber wieder an Gewicht ab und gehen 
ebenfalls nach 11/, Wochen seit Anfang der Verabreichung des 
Filtrats zugrunde. 

p,, = 1. Dieses Filtrat wird von den Tieren noch schlechter 
vertragen. 2 der 4 Versuchstiere starben bereits an dem gleichen 
Tag, wo sie die erste Portion des Filtrates erhalten haben. Die 
beiden iibrigen Tiere erholen sich. Das Wachstum dieser Tiere 
ist aber nicht so gut wie bei den iibrigen Tieren. 

Aus dem Versuch geht hervor, daB die Wachstumsfaktoren 
jedenfalls teilweise in dem Filtrat vorhanden sind, und zwar 
gleichgiiltig, bei welcher Wasserstoffionen-Konzentration die Adsorp- 
tion vorgenommen wurde. Bei stark saurer Reaktion entstehen aber 
Produkte, die auf die durch die Avitaminose stark geschwichten 
Tiere giftig wirken. 

Bei weniger saurer Reaktion, p,, = 5—6, erhielten wir gutes 
Wachstum der Versuchstiere. Um zu sehen, ob wir bei dieser 
Wasserstoffionen-Konzentration eine Trennung des Antidermatitis- 
faktors B, von den weiteren Wachstumsfaktoren erreicht hatten, 
wurde das Filtrat, das wir bei p, =6 und p, = 5 hergestellt 
hatten, auf ihre dermatitisheilende Wirkung gepriift. Tiere, die 
Kost XI erhalten hatten und eine schwere Dermatitis aufwiesen, 
erhielten tiglich soviel von dem Fltrat, als 2 gTrockenhefe entsprach. 
Die Dermatitis war in allen Fallen nach 2!/, Wochen geheilt. 
Das Wachstum war ebenfalls gut (Fig. 3). Dieser Versuch zeigt, 
daB bei p,, = 5—6 groBe Mengen des Vitamins B, ins Filtrat 
gehen, so daB bei dieser Wasserstoffionen-Konzentration, jeden- 
falls nicht nach 3 Adsorptionen, eine vollstandige Trennung erreicht 
werden kann. 

In einem neuen Versuch untersuchten wir, ob das Filtrat 
bei stark saurer Reaktion ebenfalls noch B, enthalt. Bei Ad- 
sorption bei p,, = 1 erhielten wir ein Filtrat, das eine heilende 
Wirkung auf die Dermatitis nicht mehr ausiibte. Wir konnten 
mit diesem Filtrat auch keine Wirkung auf das Wachstum nach- 
weisen. Dies kann aber daran liegen, daB den Tieren auch das 
Vitamin B, gefehlt hat, so daf das Filtrat also wohl die weiteren 
Wachstumsfaktoren hat enthalten kénnen (Fig. 3). 

Wir untersuchten nun, ob das Fullererde-Adsorbat nur den 
Antidermatitisfaktor oder noch weitere Faktoren enthielt. Zu 
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diesem Zwecke haben wir aus dem Fullererde-Adsorbat nach der 
Adsorption bei p, =1 ein Eluat dargestellt. Die Fullererde 
wurde nach der Adsorption 1/, Stunde mit n/10-HCl geschiittelt 
und mit destilliertem Wasser gewaschen. Dann wurde mit Barium- 
hydroxyd auf gewdhnliche Weise eluiert. Ratten auf Grund- 
kost XIII erhielten von diesem Eluat 1/, ml pro Tag (entsprechend 
1g Trockenhefe). Das mittlere wéchentliche Wachstum war etwa 
6g, wahrend die Kontrolltiere, die nur B,, B, und B, erhielten, 
in dem gleichen Zeitraum an Gewicht etwas abnahmen (Fig. 4). 
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Durchschnittliche Gewichtskurven von Ratten auf Grundkost XIII. Ein Teil der Ratten 
erhielt nach Gewichtskonstanz ein Eluat (E) aus Hefe, das aus dem Adsorbat nach einer 
Fullererdeadsorption bei py = 1 hergestellt war 


Dieser Versuch zeigt, daB auBer Vitamin B, in dem Eluat 
bei p, = 1 noch wachstumsférdernde Faktoren vorhanden sein 
miissen. Ob dieses Wachstum durch anhaftende Reste des ,,Filtrats“ 
verursacht worden ist, oder von einem selbstindigen weiteren 
Faktor, der auf Fullererde adsorbiert wird, kann vorliufig noch 
nicht entschieden werden. Es sei in diesem Zusammenhang er- 
wihnt, da8 Gyérgy und Mitarbeiter!*) darauf hingewiesen haben, 
da& die Eluatfraktion wahrscheinlich mehrere Faktoren enthilt. 
Sie konnten eine neue Mangelerscheinung an Ratten beobachten, 
Wenn sie gereinigte Vitamin B,-Konzentrate verwendeten. Diese 
Mangelerscheinung trat aber nicht mit ungereinigten Eluaten auf. 

In einem weiteren Versuch haben wir gewichtskonstanten 
Tieren auf Kost III das Adsorbat, nach Fullererde-Adsorption 
bei p, = 2 direkt gegeben. Die Tiere erhielten das sorgfaltig 
gewaschene, luftgetrocknete Adsorbat und zwar tiiglich 1/, g ent- 
sprechend etwa 4 g feuchte Backereihefe oder etwa 1 g Trocken- 
i Fig. 5 zeigt die durchschnittliche Wachstumskurve dieser 

atten. 
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Der Versuch zeigt wiederum, daB das Adsorbat zweifellos 
andere Faktoren enthalten muf als B,. Das Filtrat von dem 
gleichen Versuch wurde ebenfalls auf Kost III gehaltenen Tieren 
gegeben. Sie hatten eine schwere Dermatitis, und wurden erst 
durch viel Vitamin B, von ihrer Dermatitis geheilt. Darauf er- 
hielten sie das Filtrat, und zwar in einer Menge entsprechend 
1 g Trockenhefe. Die Tiere zeigten ein kurzes Ansteigen des 
Gewichtes, das aber spiter nachlieB (vgl. Fig. 5). 


Gg 
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Fig. 5 
Durchschnittliche Gewichtskurven von Ratten auf Grundkost III. Die Tiere erhielten das 
Adsorbat A bzw. Vitamin B, und das Filtrat (F) nach einer Fullererdeadsorption bei py=2. 


+ bedeutet Dermatitis, 3 Heilung der Dermatitis. Die Zahlen in ( ) am Ende der Kurven 
bezeichnen die Zahl der Versuchstiere 
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Fig. 6 


Durechsehnittliche Gewichtskurven von Ratten, die auBer Kost III das Eluat (BE), das 
Filtrat (F) oder E+F eines mit Fullererde behandelten Reisschalenextraktes erhielten. 
Die 3 Gruppen von Tieren, deren Kurven links aufgezeichnet sind, erhielten die Zugaben 
bereits vom Anfang an, die Gruppen, deren Kurven rechts gezeichnet sind, erst nach Ge- 
wichtskonstanz. Die Zahlen in () am Ende der Kurven bezeichnen die Zahl der Versuchstiere 


Wir haben schlieBlich auch einen weiteren Versuch zur 
Trennung des Wachstumsfaktor B, von dem Antidermatitisfaktor 
mit einem Reisschalenextrakt als Ausgangsmaterial versucht. Auf 
Fullererde wurde bei p,, = 4,8 adsorbiert. Die bis zu Gewichtskonstanz 
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mit Kost III gefiitterten Tiere erhielten '/, ml des Eluats bzw. 
des Filtrats, und eine dritte Gruppe sowohl Eluat als auch Filtrat. 
Die Fig. 6 zeigt die durchschnittlichen Gewichtskurven der Tiere. 
Der Versuch zeigt, daB auch in diesem Fall keine scharfe Trennung 
erreicht wurde. In einem friiheren Versuch hatten wir nachgewiesen, 
daB das Reisschalenkonzentrat neben B, ausreicht, um normales 
Wachstum der B-frei ernihrten Tiere zu sichern. Dieses Extrakt 
enthilt nach unseren Untersuchungen neben reichlichen Mengen 
yon B,, Vitamin B, und den Wachstumsfaktor B, auch sehr groBe 
Mengen Nicotinsiure?°). 


Untersuchung tiber die Trennung der B-Faktoren bei Fallungsreaktionen 


Birch und Gyérgy haben angegeben, daB der Antidermatitis- 
faktor durch Phosphorwolframsiure gefillt werden kann?!), Wir 
haben in verschiedenen Vitamin B-haltigen Konzentraten eine 
Fallung mit Phosphorwolframsiure durchgefiihrt. Bei dieser 
Fillung wird das Vitamin B, ausgefallt. Wir haben diese Methode 
angewandt, um B,-Konzentrate fiir unsere Versuche darzustellen. 
Bei Verwendung von Hefe als Ausgangsmaterial gelang es aber 
nicht, nach dieser Methode die Wirksamkeit des Filtratwachstums- 
faktors By, im Filtrat nach der Phosphorwolframsiurefillung zu 
erhalten. Bei Verwendung von Leber als Ausgangsmaterial 
scheinen die Verhiltnisse anders zu liegen, worauf spiter ein- 
gegangen werden soll. 
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Fig. 7 
Durchschnittliche Gewichtskurven von Ratten, die auBer Grundkost III nach Gewichts- 
konstanz die Fallung E aus einem Hefeextrakt (nach Entfernung des Quecksilbers) bzw. 
das Filtrat (F) oder E+ F nach einer Fallung mit Quecksilberacetat erhielten. Die Zahlen 
in ( ) am Ende der Kurven bezeichnen die Zahl der Versuchstiere 


Bei Fallung mit Quecksilberacetat erhielten wir einen Nieder- 
schlag. Die biologische Wirkung wurde an gewichtskonstanten 
Tieren auf Kost III geprift. Der Niederschlag zeigte nur eine 
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ganz geringe wachstumsfordernde Wirkung. Das Filtrat dagegen 
war sehr wirksam, indem es etwa die gleiche wachstumsférdernde 
Wirksamkeit hatte wie der Hefeextrakt vor der Fallung. Kine 
weitere Gruppe von Tieren, die auBer dem Filtrat noch den von 
Quecksilber befreiten Niederschlag erhielten, zeigten kein besseres 
Wachstum als die Tiere, die nur das Filtrat erhielten (Fig. 7), 
Aus diesem Versuch geht hervor, da8 bei der Fallung mit Queck- 
silberacetat keine Trennung der B-Faktoren erfolgt. 


Extraktion mit Ather in saurer Lésung 


Nach Woolley, Waisman, Mickelsen und Elvehjem”) 
laBt sich derjenige Faktor des Filtrates, der die Kiiken-Dermatitis 
heilt, mit Ather in stark saurer Lésung (p,, = 1) extrahieren, 
Wir untersuchten, ob unser Filtratwachstumsfaktor B, sich in 
derselben Weise extrahieren lieB. Zu diesem Zwecke haben wir 
einen autolysierten und durch Fallung mit Bleiacetat von Eiweif- 
stoffen befreiten Hefeextrakt in einem kontinuierlichen Fliissig- 
keitsextraktionsapparat bei p,, = 1,1 wihrend 40 Stunden mit 
Ather extrahiert. Der Ather wurde in Kohlensiurestrom ab- 
destilliert und der Riickstand im Vakuum eingedampft. Aus 
dem Extrakt nach der Atherextraktion wurde durch Fallung mit 
Phosphorwolframsiure und nachfolgender Eluierung ein Konzentrat 
von Vitamin B, dargestellt. 

Eine Reihe von Versuchstieren, die mit Grundkost XI bis 
zur Gewichtskonstanz gefiittert waren, erhielten nun: 1. den 
itherextrahierbaren Teil, und zwar in einer Menge entsprechend 
2,5 g feuchte Backereihefe. 2. den atherextrahierbaren Teil und 
Vitamin B,, und schlieBlich 3. nur das Vitamin B,-Konzentrat. 
Der Versuch dauerte 6 Wochen. 

Die Tiere, die nur den dtherextrahierbaren Teil erhielten, 
gingen nach 2—5 Wochen zugrunde. Die Tiere zeigten alle eine 
schwere Dermatitis. Die Tiere, die den atherextrahierbaren Teil 
und das Vitamin B,-Konzentrat oder nur das Vitamin B,-Kon- 
zentrat erhielten, zeigten keine Anzeichen von Dermatitis und 
eine durchschnittliche Gewichtszunahme von 4 g pro Woche. Die 
beiden Gruppen verhielten sich genau gleich. 

Aus diesen Versuchen wurde geschlossen, daB der Filtrat- 
wachstumsfaktor By sich bei p,, = 1 mit Ather nicht extrahieren 
l4Bt. B, muB demnach von dem Kiiken-Antidermatitis-Faktor 


(Faktor 2) verschieden sein. 
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Untersuchungen tiber das Vorkommen des Filtratwachstumsfaktor B,, 


Wir haben das Vorkommen dieses Faktors in einer Reihe 
yon Produkten untersucht. Bei der Bestimmung dieses Faktors 
werden die Tiere auf unsere Grundkosten XIII gesetzt. Nach 
Gewichtskonstanz erhalten sie eine bestimmte Menge des auf 
seinen By-Gehalt zu untersuchenden Produktes tiglich verabreicht. 
Diejenige Menge B,,, die notwendig ist, um den Ratten wihrend 
4 Wochen eine durchschnittliche Gewichtszunahme von 7 g pro 
Woche zu geben, wird als eine Ratteneinheit bezeichnet. 

Die Tab. 3 enthalt einige Bestimmungen nach dieser Methode. 


Tabelle 3 


Bestimmung des Filtratwachstumsfaktor B,, in Rattenwachstumseinheiten 


Einheiten Einheiten 
Produkt per g Produkt per g 

Dorschfleisch. . . < 0,2 Kippers, kons.. .... 0,7 
Dorschleber ...... 1,4 Heringsardinen, kons.. . 0,9 
Dorschmileh. . ... . 0,5 |] Brislingsardinen, kons. . 0,9 
a 0,6 Taschenkrebs, kons. . . | ~ 0,3 
Dorschrogen (feste Teile) 1,0 Peters Eluat aus Hefe . 3,6 
Dorschrogen, Briihe . . 6 Fischlebermehl. . .. . 2,8 
Heringmilch, kons.. . . | ~ 0,5 

Zusammenfassung 


Bei Untersuchungen iiber den Vitamin B-Komplex verwendet 
man in der Grundkost zweckmiBig Zucker als Kohlenhydrat, da 
Reisstiirke oder andere Stirkepraparate nicht vollstindig frei von 
den B-Faktoren zu sein scheinen. Bei Herstellung der B,-freien 
Grundkost verwendet man am besten gereinigtes Casein als Ki- 
weiBquelle. Das Casein wird durch wiederholtes Umfallen und 
Auswaschen gereinigt. Bei Untersuchungen iiber den weiteren 
B-Faktoren hat sich eine Grundkost mit Fischprotein als Kiweib- 
quelle als giinstig erwiesen. Das Fischprotein enthalt geniigend B,. 

Die Fullererdeadsorption hat sich als ungeeignet erwiesen, um 
eine scharfe Trennung der B-Faktoren in Hefe zu erzielen. Bei 
schwach saurer Reaktion (p, = 5—6) wird B, selbst nach 3 Ad- 
sorptionen nicht quantitativ aus der Lésung entfernt. 

Bei stark saurer Reaktion (p,, = 1) werden scheinbar auch 


_ andere Faktoren als B, adsorbiert. Bei stark saurer Reaktion 
_bilden sich auch bei den von uns angewendeten Versuchs- 
j bedingungen Verbindungen, die auf die durch die Avitaminose 
geschwichten Ratten giftig wirken. 
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Durch Fallung mit Phosphorwolframsiure kann Vitamin B, quan- 
titativ abgetrennt werden. Quecksilberacetat fallt weder B, noch B,,, 

Der Filtratwachstumsfaktor B,, liBt sich bei p,, = 1 mit Ather 
nicht extrahieren. Dieser Faktor kann deshalb auch nicht mit 
dem Kiiken-Antidermatitis-Faktor identisch sein. 

Aus diesen Untersuchungen und unseren friiheren Arbeiten 
geht hervor, daB der Vitamin B-Komplex auBer den bekannten 
Faktoren B,, B,, B, und Nicotinsiiure mindestens noch folgende 
Faktoren enthalten muB: Den Kiiken-Antidermatitis-Faktor[Faktor2 
von Jukes”)], den Filtratwachstumsfaktor (unseren Faktor B,,), der 
méglicherweise mit dem Faktor W von Elvehjem und Mitarbeitern 
identisch ist, und den Anti-grau-Haarfaktor [Bx von Lunde und 
Kringstad}4)]. 

AuBer diesen Faktoren sind zweifellos noch andere vorhanden, 
worauf besonders Elvehjem und Mitarbeiter *) hingewiesen haben. 


Die vorliegende Arbeit wurde zum Teil mit Mitteln des A/S Norsk 
Varekrigsforsikrings Fond durchgefihrt. 


Die Firma I. G. Farbenindustrie hat uns durch ihre Vertretung in 
Oslo, ,,Norrigefa“, Proben von reinem synthetischem Vitamin B, und von 
Lactoflavin fiir unsere Versuche zur Verfiigung gestellt, wofiir wir zu Dank 
verpflichtet sind. 
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Versuche zum phosphorylierenden Abbau von Polysacchariden 
in Muskel und Sarkom 
Von 
Hans von Euler und Erwin Bauer 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1939) 


Zwischen dem 1936 von Cori und Cori entdeckten Ester, 
der sich als Gluco-pyranose-1-phosphat erwiesen hat, und Phosphor- 
siure besteht ein von Muskel und von Hefeenzym katalysiertes 
Gleichgewicht: aus Cori-Ester entsteht unter Phosphorsiure- 
abspaltung Glykogen, aus Glykogen und Phosphorsiure Cori- 
Kster!), Da auch Starke in Cori-Ester tibergefiihrt werden kann, 
kann man eine Umwandlung von Glykogen in Starke in Betracht 
zichen?), Glykogen und Stirke sind indessen keine eindeutig 
umschriebenen Stoffe. Zwischen nativem Glykogen und nativer 
Stiirke und den Dextrinen bestehen Zwischenstufen, die man 
ebentalls noch als Stirke zu bezeichnen pflegt und die als charak- 
teristisches Merkmal die mehr oder weniger ausgepragte Fiahig- 
keit zum phosphorylierenden Abbau gemeinsam haben’). Euler, 
Bauer und Lundberg haben kiirzlich zeigen kénnen, daB auch 
durch Druckaufschlu8 abgebaute Stirke und ihre Fraktionen phos- 
phoryliert werden kénnen, und ein entsprechender Nachweis gelang 
an enzymatisch dargestellten Stirkefraktionen**). Andererseits 
haben wir auch den Nachweis gefihrt*), daB die Starkefraktionen 
ungleichartigen Phosphorylierungen unterliegen; besonders ver- 
schieden sind die als Amyloamylose und Amylopektin bekannten 


') Cori u. Cori, Proc. Soc. exper. Biol. Med. 36, 119 (1986); Kiessling, 
Naturw. 27, 129 (1939). 

*) Die Resynthese von Glykogen aus Cori-Ester wurde zum ersten- 
mal von A. Schaffner u. H. Specht beschrieben (Naturw. 26, 494 (1938); 
Ebenda 27, 195 (19389). 

*) Es ist daher der Ausdruck, da8 nur das ganze Stirkemolekiil phos- 
phoryliert werden kann, kaum zweckmiBig [Mystkowski, Enzymol. 2, 


**) Euler, Bauer u. Lundberg, Naturw. 26, 431, 790 (1938). 
*») Bauer, Euler u. Lundberg, Diese Z. 255, 89 (1938). 
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Fraktionen, von denen die letztere, phosphorreichere, raschey 
phosphoryliert wird. (Kuler, Bauer, Lundberg, a. a.0.). Wir 
haben zunichst versucht, diese Befunde zu sichern und zu erweitern ) 

Es war bereits bekannt®), daB das Verhalten der beiden letzt- 
erwihnten Stirkebestandteile gegeniiber «- bzw. B-Amylase ver- 
schieden ist. Durch w-Amylase wird Amyloamylose mit bevor- 
zugter Geschwindigkeit gespalten, durch #-Amylase hingegen das 
Amylopektin. Im phosphorylierenden Abbau verhalten sich daher 
diese Polysaccharide wie bei der Kinwirkung von f-Amylase. Wir 
erinnern hier an unsere friihere Arbeit®), in der wir fanden, dag 
a-Dextrine, also durch f-Amylase noch spaltbare Dextrine, noch 
phosphoryliert werden kénnen, nicht aber #-Dextrine, die von 
f-Amylase nicht mehr angegriffen werden. Dieses verschiedene Ver- 
halten von Amyloamylose und Amylopektin den Amylasen gegen- 
tiber konnte aber auch der Grund sein, warum sie sich im Phos- 
phorylierungsversuch so verschieden verhalten. Die Muskelamylase, 
die durch Cl-Ionen aktiviert wird, konnte beispielsweise einen ver- 
starkten Substratabbau(Amylo-Amyloseabbau) bewirken und in dieser 
Weise ein verschiedenartiges Phosphorylierungsverhalten vortiuschen. 
Dies ist jedoch nicht der Fall, wie wir bei der mehrfachen Wieder- 
holung der genannten Versuche mit gewodhnlichem ungereinigten 
Enzym, in Gegenwart und Abwesenheit von Cl-Ion und unter Kon- 
trolle der Jodfarbe sowie der Reduktionszunahme erhirten konnten. 
Die Annahme ist daher weiterhin berechtigt, daB die Unterschiede 
in der Angreifbarkeit in einer direkten Beziehung zwischen dem Sub- 
strat und dem Enzymsystem der Phosphorylierung zu suchen ist. 

Nach Samec®) ist das Molekulargewicht von Amyloamylose 
und Amylopektin von derselben GréBenordnung. Daher kommt 
die MolekiilgréBe als Erklirung fiir die verschiedene Phosphory- 
lierbarkeit nicht in Betracht. Auffallend sind dagegen gewisse 
physiko-chemische EKigenschaften der beiden Stirkekérper. La 
Amylopektin sehr viscose Lésungen liefert, Amyloamylose dagegen 
solche, deren innere Reibung derjenigen des Wassers nahestebt, 
war dies zwar nicht als Ursache, so doch als Begleiterscheinung des 


Beziiglich der Hemmungen durch Phloridzin vgl. auch Lunds- 
gaard und durch Glucose 0. Dah! [Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 18 A, Nr. 13 
(1939)}. Reifende Getreidekérner enthalten Polyosen, die sich auffallend 
stark phosphorylieren lassen, obwohl gleichzeitig anwesende hochmolekulare 
Stoffe hemmen. 

6) Vergleiche die Zusammenfassung von Samee und Blinc, Kolloid. — 
Beih. 47, 371 (1938). 
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verschiedenen enzymatischen Verhaltens auffaBbar. Wird Amylo- 
pektin jedoch einer langeren Druckkochung unterworfen, so verliert 
es seine Viscositit, nicht aber die enzymatische Phosphorylierbarkeit. 

Ein anderer Zusammenhang dringt sich auf beim Vergleich 
des konstitutionell gebundenen P der beiden Fraktionen, besonders 
im Hinblick auf andere Untersuchungen der letzten Jahre, in 
denen die Phorphorsiure als verbindendes Glied bei Enzymreak- 
tionen [Theorell’), Lohmann§)] erkannt wurde’). 

Die Erkennung des Zusammenhangs zwischen Phosphorylier- 
barkeit und Konstitution ist nicht leicht, und obwohl wir eine 
gréBere Anzahl von Fraktionierungsversuchen in dieser Hinsicht aus- 
gefiihrt haben, miissen wir sie offen lassen. Wenn der Phosphor- 
siuregehalt zur Spaltbarkeit in einer direkten Beziehung stehen 
soll, so ist zuniichst damit zu rechnen, daB die verschiedenen 
Bindungsformen der Phosphorséure, iiber die bereits einiges 
bekannt ist?°), enzymatisch nicht gleichwertig sind (bzw. mono-, 
di-esterartige Bindung, Substitutionsort usw.). Zieht man nur 
Mono- und di-Ester-Verbindungen als die wahrscheinlichsten 
Typen in Betracht, dann kann man erwarten, da’ beim Druck- 
fraktionieren Gemische von Polysaccharidgruppen verschiedener 
Linge und Bauart auftreten, die mono- und di-esterartig mit 
Phosphorsiure verkniipft und also in verschiedenem Grad phos- 
phorylierbar sind. Hassid und Chaikoff [J. of Biol. Chem. 128, 
755 (1938)] berichten iiber Glykogenphosphorylierungen in vitro. 

Tatsiichlich finden wir zwischen der fast phosphorfreien 
Amyloamylose und dem phosphorreichen Amylopektin einen groBen, 
im Sinne der erwihnten Hypothese bestehenden Unterschied. 
Die weitere Fraktionierung des Amylopektins lie’ dagegen noch 
keine direkte Beziehung zum Gesamt-P-Gehalt erkennen. Dem- 
gemif scheinen nur gewisse PO,-haltige Gruppen der Amylo- 
pektinfraktionen die Phosphorylierung zu bedingen. Jedenfalls 
setzt sich der Unterschied zwischen Amyloamylose und dem Amylo- 
pektin hinsichtlich der Phosphorylierbarkeit in die durch Druck- 
aufschluB, Elektrodialyse, sowie Alkohol- und Ba-Fraktionierung 
erhaltenen Amylopektin-Anteile fort, die alle hochmolekular und 
nicht dialysierbar sind. 


‘’) Theorell, Biochem. Z. 278, 263 (1985). 
*) Lohmann u. Schuster, Biochem. Z. 285, 24 (1934). 
*) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11A, Nr. 12 (1933). 
“) Vgl. z. B. Waldschmidt-Leitz u. Mayer, Diese Z. 260, 192 
(1937). — Weitere Literatur vgl. bei Samec u. Bline (a. a. O.). 
g* 
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Bei der Weiterfiihrung dieser Versuche hat uns besonders 
die Phosphorylierung des Glykogens und anderer Polysaccharide im 
Jensen-Sarkom und im Brown-Pearce-Tumor interessiert und 
wir haben untersucht, in welcher Menge Triosephosphat bei dieser 
Reaktion entsteht. Soviel wir sehen kénnen, bestehen in dieser 
Hinsicht zwischen Jensen-Sarkom und Brown-Pearce-Sarkom 
wesentliche Unterschiede, auf die wir in einer folgenden Mit- 
teilung zuriickkommen. 

Wie in diesem Institut in mehreren Untersuchungen sich 
gezeigt hat, tritt in dialysierten Extrakten von Jensen -Sarkomen!) 
und, nach neueren Befunden, auch von Brown-Pearce-Sarkomen 
die Wirkung der Lactico-dehydrase stark hervor, und ferner zeigt 
sich, nach Zusatz von Codehydrase II, zu dialysierten Sarkom- 
extrakten eine starke Wirkung der Robisonester-Dehydrase !%), viel 
schwicher der Isocitronensiure-Dehydrase im Thunberg-Versuch. 

Zur Untersuchung, ob bei dem phosphorylierenden Abbau 
des Glykogens in Sarkomen Triosephosphat-Dehydrase zur Wir- 
kung kommt, haben wir einige Versuche ausgefiihrt mit Bei- 
behaltung der friiher von Schlenk und Forsman (a. a. 0,) 
eingehaltenen Methodik, aber unter Zusatz von Jodacetat. Ks 
ist bekannt, daB die Triosephosphat-Dehydrase gegen Jodacetat 
sehr empfindlich ist. [Vgl. Dixon, Nature 140, 806 (1937). Green, 
Biochemie. J. 31, 2327 (1937).] Diese Empfindlichkeit ist zwar nicht 
spezifisch, unterscheidet aber die genannte Dehydrase immerhin von 
vielen anderen Dehydrasen. Die Phosphorylierung wird [Schiff- 
ner?*)] durch Jodacetat schwach gehemmt (vgl. Tab. 7). Bemerkens- 
wert ist die Riickbildung von anorganischem PO, und ihre Jodacetat- 
hemmung. Die Umkehrung der Phosphorylierung ist offenbar durch 
die gleichzeitig verlaufenden reduktiven Vorginge veranlaBt. 


Versuchsteil 


Hinsichtlich der Versuchstechnik sei auf die vorhergehenden 
Arbeiten** *») verwiesen. Die Ansiitze sind hier etwas geindert und bei 
den entsprechenden Versuchen angegeben. Als Substrat wurden iiber- 


4) Euler, Malmberg, Giinther u. Nystrém, Sv. Vet. Akad. Arkiv 
f. Kemi 12B, Nr. 30 (1936); Euler, Malmberg, Giinther, Z. Krebsforsch. 
45, 429 (1987). 

12) Euler, Schlenk u. Forsman, Naturw. 26, 11 (1988); Euler u. 
Bauer, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, Nr. 52 (1938). Die Glykogen- 
Phosphorylierung verlauft also zwar, wie Ostern u. Mitarbeiter [Diese Z. 
243, 9 (1986)] sowie Schaffner u. Specht [Diese Z. 251, 144 (1987)] fanden, 
ohne Cozymase, wird aber durch Codehydrase II katalysiert. 
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wiegend Stirkefraktionen aus Kartoffelstiirke verwendet, deren Herstellung 
weiter unten beschrieben ist. Desinfektion mit Toluol wurde nach Még- 
lichkeit nicht vorgenommen, weil sich zeigte, da8 Toluol die Phosphory- 
lierungsreaktion hemmt. Die Polysaccharidmenge ist auf Grund der Trocken- 
gewichtsbestimmung (4 Stunden bei 105°-Vakuumexsiceator mit Schwefel- 
siure und Atzkali) bzw. bei Trockenpriiparaten auf Grund der Einwaage 
angegeben. Gelegentlich wurden die Werte durch Totalhydrolysen und 
Willstatter-Schudel-Titration der entstandenen Glucose verglichen. Als 
Enzymlésungen dienten die wie friiher dargestellten Muskelextrakte, in 
einzelnen Fallen durch Adsorption gereinigter Muskelextrakt, in dem die 
Phosphoglucomutase weitgehend abgetrennt war. 


Adsorptionsreinigung. Das Stiirke-phosphorylierende Enzym- 
system des Muskels wird nicht bloB bei natiirlichem p,, durch C, 
adsorbiert, sondern auch von Kaolin nach Willstatter, wenn 
auch schlechter. An Tierkohle sowie Aluminiumoxyd nach Brock- 
mann fanden wir dagegen keine nennenswerte Adsorption der 
Phosphatese. Mitunter beobachteten wir in der Restlésung nach 
der Tierkohleadsorption eine starke Aktivititsabnahme, es zeigte 
sich indessen, daB die verwendeten Tierkohlen das Adsorptions-p,, 
in das saure Gebiet verschoben hatte und der Enzymverlust 
durch die Unbestiindigkeit des Enzyms bei saurer Reaktion ver- 
ursacht war. Uber das Verhalten der Phosphatese den erwihnten 
Adsorbentien gegeniiber gibt die Tab. 1 AufschluB. 


Tabelle 1 


Je 2ccm 4 Wochen altes, 2 Tage durch Cellophan gegen flieBendes 
Leitungswasser dialysiertes Muskelenzym wurde mit 6 ccm C,, bzw. Kaolin- 
suspension versetzt (190 bzw. 1020mg Trockensubstanz) bzw. mit 6 cem Wasser 
und 200 mg Tierkohle bzw. Al,O, nach Brockmann. Kontrolle mit Wasser 
ohne Adsorbens, Adsorptions-py = 6,1. Nach kurzem Vermischen wurde 
abzentrifugiert und die Aktivitit der Restlisung in folgendem Ansatz 
bestimmt: 

Totalvolumen 6 ccm, enthaltend Veronalacetat-Salzsiurepuffer, ent- 
sprechend 0,5 cem Veronal-Stammlésung, 1 mg Adenylsiure, m/100 Mg, 8 mg 
Stirkesol (= Ausgangssol, vgl. weiter unter), Phosphat wie aus der Tabelle 
ersichtlich und Enzym (= 1,20 ccm), px 7,1, 80°: Zahlen beziehen sich auf 
‘1. des Ansatzes. 


yP 0 y P verschwunden nach 

1 Stunde 4 Stunden 
114,9 36,4 46,8 
114,9 41,4 52,3 
114,1 6,0 13,9 


; 
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Tonerde ist demnach das stirkste Adsorbens. Tierkohle 
adsorbierte das Enzym fast nicht, dagegen aber fiarbende Be- 
gleitstoffe. Die urspriinglich rétlich gelbe Enzymlésung wurde 
nach der Tierkohlebehandlung schwach gelblich und vollkommen 
klar. Nach Cori?’) wird durch Tierkohlebehandlung auch die 
Adenylpyrophosphatase und Desaminase entfernt, auf die hier 
nicht gepriift wurde. 

Die Adsorptions-p,,-Kurve, auf deren Wiedergabe wir ver- 
zichten kénnen, zeigte fir C, starke Adsorption im sauren (p,, 5) 
und alkalischen Bereich (P, 8, 6) und ein Minimum bei p,,7:0. 
Die Menge des Adsorbens lief sich dem Beispiel der Tab. 1 
gegentiber bedeutend heruntersetzen (auf etwa 1/,,), wobei noch 
fast vollstiindige Adsorption erhalten wurde. Aus den Adsorbaten 
fanden wir die Phosphatese durch einfache p,,-Umstellung nicht 
ohne weiteres eluierbar. Z.B. ergab ein bei p,, 6,1 erzeugtes 
Adsorbat nach Umstellung des p,, mit etwas Veronalacetat auf 
Pp, 8,5 keine aktive Elution, was mit den Bemerkungen iiber die 
p,-Abhangigkeit der Adsorption iibereinstimmt. Dagegen gelang 
die Ablésung des Enzyms stets durch schwache Phosphatlisung. 
Wegen der Unbestandigkeit des Enzyms bei saurer Reaktion 
nahmen wir die Adsorptionsreinigung im alkalischen Gebiet vor. 
Dafiir sei nachstehendes Beispiel angefiihrt: 


In tiblicher Weise wurde der aus dem dekapitierten Kaninchen ge- 
wonnene Muskelextrakt 2 Tage gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. 
200cem des Dialysates wurden mit verdiinntem Ammoniak auf py 7,5 gebracht, 
dazu 20g Tierkohle (p. a. Merck). py, muBte nachgestellt werden, da 
Siuerung auftrat. Filtrieren. 50 ccm des Tierkohlefiltrates mit 16 cem (C, 
(= 530 mg TS) bei py 8 (Ammoniak) versetzt, abzentrifugiert, Niederschlag 
mit 50cem destilliertem Wasser (p, 8) gewaschen, Adsorbat mit 2 ccm 
m/2-KH,PO, (mit Ammoniak ad p, 7) 1 Stunde bei niedriger Temperatur 
eluiert. 53 ccm Elution. Der Erfolg der Reinigung ist aus der Tab. 2 
ersichtlich. 


Mithin ist bei der Adsorption und Elution, méglicherweise 
unter Kinflu8 der p,-Bestindigkeit des Hnzymsystems, eine 
weitgehende Abtrennung der Phosphoglucosemutase erfolgt. Die 
Zusammensetzung der Lisung entspricht den von Cori fiir die 
Wirksamkeit des Enzyms angegebenen Bedingungen. Das Eluat 
ist schwach gelblich gefirbt, klar, und seine Aktivitit bleibt, 
schwach alkalisch unter Toluol aufbewahrt, lange Zeit konstant. 
Mit Trichloressigsiiure ist im Vergleich zu ebenso aktiven roheren 
Enzymlésungen (dialysiertes Enzym) nur wenig Kiweif fillbar. 


18) Cori, Colowick u. Cori, J. of Biol. Chem. 128, 381 (1938). 
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Tabelle 2 


Testansatz: Totalvolumen 5 ccm, enthaltend 1mg Adenylsiure, 20 mg 
Alkoholfraktion 1 (vgl. unten), m/100-MgS0Q,, m/10000-MnS0O,, Enzym wie in 
der Tabelle angefiihrt, py 7,1 (mit Ammoniak), 30°/30 Minuten. Zahlen be- 
ziehen sich auf 1/,, des Ansatzes. Die Bestimmung des leicht hydrolysierbaren 
Phosphates wurde durch Lohmanns Sdurehydrolyse in Anlehnung an die 
Angaben von Cori durch 7 Minuten lange Hydrolyse in n/1-H,SO, bei 100 
vorgenommen. 


yP yP y P leicht- 
Enzym Menge ver- hydrolysiert 
aur schwunden]| P gebildet 
0,0625 108,9 22,9 14 
Muskelextrakt dialysiert . 0.1250 1 10,3 36,5 
Nach Tierkohlebehandlung . 0,25 106,0 21,4 0,0 
Restlésung derC,-Adsorption | 0,25 115,1 1,0 o 
Waschwasser....... 0,25 115,1 00,0 — 
Phosphateluat. ...... 0,25 125,7 21,3 20,2 


Nach Angaben von Schaffner und Specht, sowie Kiess- 
ling, ist die Glykogenphosphatese unabhingig von der Gegenwart 
von Adenylsiure. Nach Cori?!) besteht die Funktion der Mg- und 
Mn-lIonen in der Aktivierung der Mutasereaktion: Glucose-1-Phos- 
phorsiure —-> Glucose-6-Phosphorsiure. Wir haben schon friiher 
die geringe Wirkung**) unserer Muskelextrakte in Abwesenheit 
der Adenylsiiure beobachtet und konnten sie immer wieder be- 
stitigen. Parnas scheint unsere Auffassung ebenfalls zu teilen. 
Ks schien uns in Anbetracht der erwahnten Unstimmigkeiten 
wichtig, die Funktion der Adenylsiure im gereinigten System 
nachzupriifen. Zu den Versuchen (Tab. 3) wurde das vorstehende 
Phosphateluat verwendet. Ansatz wie vorher; 0,25 com Enzym. 


Tabelle 3 
yP y P verschwunden nach 
sur Zeit 0 30 Minuten | 120 Minuten 
Mit Adenylsiure und Mg/MnSO, 130,1 15,0 | 18,9 
Mit Adenylsiure ohne Mg/Mn 132,6 3,0 | 4,9 
Ohne Adenylsiure mit Mg/Mn 128,0 -01 | -—0,4 


Wie ersichtlich, ist in dem vorliegenden Versuchssystem auch 
die einleitende Phorphorylierungsreaktion sowohl an die Gegen- 
wart von Adenylsiure, als auch an die von Aktivator-lon gekniipft. 
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Wie diese Unstimmigkeit mit den anderen Autoren zu erklirep 
ist, ob sie vielleicht mit der Art des verwendeten Substrates 
zusammenhingt, miissen wir zuniichst dahingestellt sein lassen, 


Die Abtrennung des Glucomutasesystemes, wie wir sie vorher 
beschrieben haben, ist nicht absolut. Wenn man gréBere Enzyw- 
mengen nimmt und den Versuch iiber langere Zeiten gehen lift, 
ergibt sich eine tiber den Gleichgewichtswert von 15°/, hinaus- 
gehende Phosphorylierung des Polysaccharids. Um die Abtren- 
nung zu vervollistandigen, miifte die Reinigungsoperation unter 
passenden Bedingungen wiederholt werden. Fiir die Priifung der 
von uns dargestellten Stairkefraktionen geniigt indessen die hier 
durchgefiihrte Reinigung, um nimlich mit Sicherheit aussagen zu 
kénnen, daB die Reaktionsgeschwindigkeit von der Cori-Ester- 
phosphatese und keinem anderen Enzym begrenzt wird. 


Wie bereits eingangs erwahnt, konnten wir den Grundversuch, 
der das verschiedenartige Verhalten von Amyloamylose und Amylo- 
pektin bei der Phosphorylierung zum Ausdruck bringt, immer 
wieder bestitigen. Gewéhnlicher, gegen Leitungswasser dialysierter 
Muskelextrakt enthalt allerdings wechselnde Mengen von Amylase, 
die durch Cl’ aktiviert wird und Phosphorylierungssubstrat ver- 
braucht. Schon durch Dialyse gegen destilliertes Wasser lift 
sich deren Aktivitit so weit herabsetzen, daB das Substrat in den 
in Frage kommenden Versuchszeiten praktisch unverindert liegen 
bleibt, wenn gleichzeitig auch keine Phosphorylierung stattfindet. 
Die Jodfarbe bleibt hierbei vollstiindig gleich. Mit der obigen 
Phosphatelution ergeben sich, iibereinstimmend mit friiher, die 
Zahlenverhiltnisse der Tab. 4. 


Tabelle 4 


Substrat = 10 mg, sonstige Versuchsbedingungen wie vorher. 


y P Schwund davon in 7 Minuten 
yP direkt bestimmt hydrolysierbar 
Substrat zur Zeit 0 nach 
80 Min. | 60 Min. | 30 Min. | 60 Min. 
Amyloamylose t 180 20,5 | 21,5 | 20,0 | 21,4 
Amylopektin 127,5 0,0 6,1 


Es sei bemerkt, daB die Amyloamylose in Gegenwart von 
Trichloressigsiure viel starker als Amylopektin in den Eiweib- 
niederschlag geht. Durch Jod/Jodkaliumlésung laBt sie sich aus 
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solutem Alkohol versetzt, auf 4° abgekiihit, abgeschleudert, Fiallung 


der Fallung eluieren. Vielleicht kénnte dieses Verhalten priparativ 


sur Abtrennung der beiden oder anderer sich ahnlich verhaltender 
 Stirkefraktionen neben den anderen bereits bekannten pripara- 
 tiyen Verfahren, die mehr oder weniger unvollkommen arbeiten, 
 ausgeniitzt werden. 


Von mehreren Starkefraktionierungen, die wir unter Beniitzung 
yon Alkohol, Ba-Acetat und Bleiacetat ausgefiihrt haben, geben 


wir in der Tab. 5 das Resultat einer Ba-Alkohol-Fraktionierung 


wieder. Den Arbeitsgang veranschaulicht nachstehendes Schema: 


Stirkekleister 
| 
(Amyloamylose + Amylopektin) 
Amyloamylose Amylopektin 


Ausgangssol 


Alkoholfraktion 1 


I ne I Ba-Fr. II 


Im vorliegenden Fall verkleisterten wir in der Weise, dab 


Alkoholfraktion 2 


II Ba-Fr. I II Ba-Fr. II 


eine Stirkesuspension in das 9fache Volumen zum Sieden erhitzten 


Wassers eingeriihrt wurde. Der Kleister war dann 3°/,ig. Der 
AufschluB wurde abweichend von Samec in Glasbechern ohne 


: Neutralisation durch Ni vorgenommen (?/, Stunde 120°), die Elektro- 


dialyse erfolgte in einem dem Paulischen Elektrodialysierapparat 


: nachgebildeten Gerit. Das Waschen der Amylopektinfraktion 


erfolgte sehr griindlich unter durch mehrere Tage hindurch fort- 


: gesetztem hiufigen Wasserwechsel in den 3 Zellen, wobei das 


Amylopektin jedesmal in dem Waschwasser gut verteilt wurde. 
Auch das letzte Waschwasser zeigte eine, wenn auch sehr schwache 
Jodblauung. Das gewaschene Amylopektin wurde sodann etwa 
10°/,ig einem 2stiindigen DruckaufschluB bei 120° unterworfen, 


hierauf die tibliche Elektrodialyse bis zu konstanter Stromstirke 
durchgefiihrt. = Ausgangssol. 


Alkoholfraktionierung. 300 ccm dieses Sols, mit 240 ccm ab- 
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mit 200 ccm Alkohol gewaschen und verfestigt, im Vakuum- 
exsiccator mehrere Tage iiber Schwefelsiiure und Atzkali getrocknet, 
= 26g Alkoholfraktion 1. Restlésung im Vakuum bei etiwa 
30° Badtemperatur eingeengt, im Vakuumexsiccator zur Trockne 


gebracht; pulvern, mehrere Tage im Exsiccator wie oben. = lig 
Alkoholfraktion 2. 


Bariumfraktionierung. 3g der Alkoholfraktion 1 in Wasser 
gelést (30 ccm), mit 16 ccm absolutem Alkohol versetzt, 2 ccm ge. 
sittigte Barytlésung hinzugefiigt, abgeschleudert, Niederschlag in 
20 com Wasser (Essigsiure) gelést, mit n/10-Schwefelsiure genau 
vom Barium befreit, im Vakuum zu Sirupkonsistenz eingeengt 

_(etwa 5 ccm) mit 50 ccm absolutem Alkohol gefallt, Vakuun- 
exsiccator. 1,6 g I Ba-Fr. I. 


Restlésung analog verarbeitet: 1 g Fraktion I Ba-Fr. IT. 


4g der Alkoholfraktion 2 in 40 ccm Wasser gelést, mit 
16 ccm absolutem Alkohol (20 ccm) und 10 ccm gesittigter Baryt- 
lésung versetzt, weitere Verarbeitung analog vorher. 1,18 ¢ 
II Ba-Fr. I, 2,8g If Ba-Fr. II. Die Verluste sind mechanischer Art. 


Tabelle 5 


Zum Test diente der Versuchsansatz der Tab. 2, Enzymmenge jedoch 
0,125 cem Phosphateluat. 


Davon in 7 Min. 


yP y P verschwunden hydrolysierbarer 
zur Zeit 0 P nach 

30 Min. | 60 Min. |200 Min.| 60 Min. |200 Min. 

Alkoholfraktion 1. 137,1 12,9 16,5 (24,3) 16,9 (21,8) 
Alkoholfraktion 2 . | 136,0 7,8 | 11,7 | (18,0) | 11,7 | (18,0) 
I Ba-Fr.I ....{] 1860 | 14,0 | 19,1 | (28,0) | 19,1 | (25,5) 
Beta... 8,9 | 16,5 | (26,4) | 16,5 | (23,9) 
IlBa-Fr.I ....{ 1360 | 12,8 | 20,6 | (28,3) | 181 | (21,9) 
Il Ba-Fr.II.... 186,0 2,7 7,8 | (14,1) 7,8 | (14,1) 


Mit anderen Enzympriparaten (nicht gereinigt, nur dialysiert) 
erhielten wir ibhnliche Giitebilder, wenn auch durch das Weiter- 
schreiten der Reaktion die absoluten Zahlen héher waren und mit- 
unter die ''endenz zeigten, zusammenzuflieBen. Diese Tendenz ist 
leicht erklirlich. Sie wird zum Beispiel auftreten, wenn die Reaktions- 
geschwindigkeit durch die Phosphoglucomutase begrenzt wird. 
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Hi Perhydrol ermittelt, wobei Blindproben parallel gingen. 


In den Fraktionen wurde der P-Gehalt (Tab. 6) in der iiblichen 
Weise durch Verbrennen mit Schwefel- und Salpetersiure und 
Die 


iH Zahlen sind durch Doppelbestimmungen kontrolliert. Anorga- 


i nischer P ist, wie auch aus der Herstellungsweise einleuchtet, 
| nicht vorhanden. 


Die Tab. 6 enthalt weitere Angaben iiber das 


 Reduktionsvermégen der Polysaccharidfraktionen nach Will- 


stitter-Schudel in der Modifikation von Gébel. 


Der Auf- 


 gchluB hat mithin eine betrichtliche Reduktionszunahme und die 


Zertrimmerung des Stirkemolekiils 
Reduktionsvermégens bewirkt. 


in K6rper verschiedenen 
Vergleichsweise konnten wir bei 


Amyloamylose auf 173 Glucosemolekiile 2 Jodiquivalente messen 


baw. etwa 20000 entsprechen. 
' anderen Bestimmungsmethoden fand Samec dagegen ein mehr- 
 faches dieses Molgewichtes. 


a 


(entsprechend einer Carbonylgruppe), bei Amylopektin auf 122 Glu- 
cosemolekiile. Das wiirde einem Molekulargewicht von 28000 
Auf Grund von osmotischen und 


Tabelle 6 
P-Gehalt} Auf 1P entfallen | Auf 2 Jodiquivalente 
in Glucosemolekulare |entfallen Glucosemolek. 
Alkoholfraktion 1. | 0,014 1350 48 
Alkoholfraktion 2. 0,0334 570 18 
0,0165 1180 63 
I 0,0118 1610 35 
0,0563 340 45 
IlBa-Fr. . . . | 0,026 730 17 


Beim Vergleich mit der vorhergehenden Tab. 5 scheint es, 
als ob eine direkte Beziehung zwischen dem durch Jodreduktion 
ermittelten Molekulargewicht und der Phosphorylierungsgeschwin- 
digkeit bestiinde. Das ist aber nicht der Fall, wie aus Tab. 4 
hervorgeht. Fir die dort verwendeten Amyloamylose und Amylo- 
pektin fanden wir die vorstehenden Werte. Das aus der Jod- 
titration ermittelte Molekulargewicht ist nur als unterste Grenze 
zu betrachten und wire durch andere Molekulargewichtsbestim- 
mungen zu kontrollieren bzw. zu ermitteln. In Anbetracht der 
Nichtdialysierbarkeit der untersuchten Kérper diirfte es wesent- 
lich héher liegen, wenn auch nicht ganz so hoch, wie es sich aus 
den P-Bestimmungen ergibt. 

Bei unseren Phosphorylierungsversuchen mit Sarkomextrakten 
(auch Muskelextrakten) nahm die Menge des organisch gebundenen 
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PO, nach 4 bis 10Stunden wieder ab, und das anorganische PO, 
wird fast vollstindig zuriickgebildet. Die Riickbildung wird durch 
Jodacetat gehemmt. Wir geben im folgenden einen typischen 


Versuch an: 
Tabelle 7 - 


In 2 cem Mischung: 0,67 cem '/,,m PO, + 0,05 cem 1m MgSO, 
+ 0,05 cem MnSO, + 1 mgAdenylsiure + 10 mg Glykogen + 1,0 cem Extrakt. 


: Anorg. PO, | Organ. gebundenes PO, na bh 
Reaktion | 1 Stunde 4 Stunden 20 Stund, 
122.0 42.3 43,5 4,5 
Muskel. . 0,3cem0,in| 128,0 36,9 42,8 | 43,0 
ones 115,2 3.4 21,2 1,2 
J.-Sarkom. . 0,3 eem 0,1 n 113,9 0,0 | 17,0 | 23,7 


Die Jodacetathemmung"*) scheint das mit der Phosphory- 
lierung gekoppelte Oxydoreduktionssystem zu treffen. 


14) Auch Schaffner und Specht (Diese Z. 251) fanden die Jodacetat- 
hemmung der Glykogenphosphorylierung durch Hefenausziige gering im 
Gegensatz zur Glucosephosphorylierung. 
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Beitrige zur Kenntnis der Arginasewirkung 
Von 


S. Utzino und M. Kaiju 


(Aus dem Institut fiir Medizin. Chemie an der Kaiserlichen Téhoku-Universitaét zu Sendai 
und aus dem Utzino-Laboratorium des Instituts fiir Chemische Forschung 
an der Kaiserlichen Universitit Kyoto, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1939) 


Die «-Aminogruppe des d-Arginins ist bei der Arginasewirkung 
wesentlich; Guanidincarbonséiuren [Thomas?), Edlbacher und 
Bonem’”)] und auch d,l-a-Methylarginin [Steib*)] werden nicht 
gespalten. Calvery und Block‘) halten die «-Aminogruppe des 
Arginins fiir nicht wesentlich fiir die Arginasewirkung, da die 
Argininsiure leicht durch Arginase hydrolysiert werden konnte, 
nach Steib%) wurde auch die durch 
die Kalbsleber nicht angegriffen. 

Nach Hellerman und Stock®) erwiesen sich die Argininsiure 
und Guanidovaleriansaure resistenzfaihig gegeniiber der Leber- und 
Sojabohnenarginase, konnten jedoch ein wenig durch eine extrem 
groBe Menge von Kalbsleberarginase angegriffen werden. Daher 
haben obige Autoren auch auf die Bedeutung der «-Aminogruppe 
bei der katalytischen Arginasewirkung hingewiesen und sogar aus 
ihren Versuchen geschlossen, da8 die Spezifitit der Enzymwirkung 
hur im quantitativen Sinne angenommen werden diirfte; sie er- 
innerten an die Hydrolyse des N-Benzoylarginins [Felix, Miller 
und Dirr®)] unter bestimmten Bedingungen und auch an die des 
Octopins [Akasi‘)] nach lang dauernder Digestion mit grofer 
Menge Enzymlésung. Nach Moore und Wilson’) wird aber kein 
Harnstoff aus Octopin durch Arginase frei. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir das Verhalten einiger 
Acetylderivate von Argininpeptiden gegeniiber der von Acylase und 
Peptidase befreiten Leberarginase untersucht und festgestellt, daB 
nur eine schwache Hydrolyse der Derivate auftrat, auch wenn 
das Ferment durch Zusatz von Mangansulfat aktiviert war. Auch 
nach weiterer Kinwirkung neu zugesetzter Arginase blieb die 
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zusatzliche Harnstoffbildung beschrankt. Da darauf schon Heller. 
man®) und auch Felix®) aufmerksam gemacht hatten, haben wir 
die Harnstoffabspaltung aus den Derivaten auch bei anderem Dy 
als 9,2 gepriift und die gleichen Resultate erzielt. Hier sei auch 
erwihnt, daB aus den Salzsiiure-Hydrolysaten der Peptide Arginase 
quantitativ Harnstoff abspaltete. Andererseits haben wir auch eine 
deutliche hydrolytische Wirkung der Pankreasmaceration yon 
Schweinen auf diese Acetylderivate beobachtet. 

Wie Dauphinee und Hunter”) die Wirkung der Arginase 
auf Trypsindigestate von Proteinen, hat auch T. Mori!) untersucht 
und gefunden, daB der Argininkomplex in den Abbaustufen der 
Gelatine, z. B. in Gelatopepton und Gelatotrypton, um so besser 
durch Arginase angegriffen wird, je weiter die Aufspaltung des 
EiweiBes erfolgt ist, und daB aus der Gelatine selbst nur eine 
minimale Harnstoffmenge abgespalten werden kann. 

Auf Grund obiger Beobachtungen méchte man der «-Amino- 
gruppe des Arginins auch in den Argininpeptiden bei der Arginase- 
wirkung eine quantitative Rolle zuerkennen. 


Experimenteller Teil 


Die hier untersuchten Acetylargininpeptide wurden nach der Vorschrift 
von Bergmann’) dargestellt. 

Als Enzym diente Rindslebermaceration, die auf 1 Teil Gewebebrei 
mit 3 Teilen Glycerin-Wasser (1:1) gut zerrieben, koliert und dann nach 
der Vorschrift von Edlbacher und Burchard") yon Peptidase und von 
Acylase befreit wurde. Bei der Wirkung von 2 cem dieser gereinigten Enzyn- 
lésung auf die folgenden Substrate ('/,. Mol-Lésung) ist der Acidititszuwachs 
in 5 ecm Digestat (37°, 72 Stunden) wie folgt: Benzoylglycin 0 cem; Benzoy)- 
diglycin 0 eem; Diglycin 0,05 ecem; Acetylphenylalanylarginin 0,05 ccm; 
Acetylleucylarginin 0,05 cem und Diacetyltyrosylarginin 0 cem 0,1 n-H,S0,. 


Versuch 1. Wirkung der gereinigten Leberarginase auf Arginin- 
peptide und auf die Hydrolysate derselben (37°, 24 Stunden). — 
Versuchsansatz: 4,0 ccm 0,1 Mol-Substratlésung + 2,0 cem gereinigte 
Arginase + 1 ccm Wasser oder 1 ccm 0,01 Mol-Mangansulfatlésung + 8,0 ccm 
0,1 Mol-Glykokoll-NaCl-NaOH-Puffer (py 9,0) + Toluol: Nach 24 stiindiger 
Einwirkung wurde das Digestat umgepuffert und der Ureasewirkung unter- 
worfen. Ammoniakbestimmung nach Folin. Zur Kontrolle wurde Puffer mit 
Substratlésung einerseits und mit Enzymlésung andererseits gepriift. Um 
die Einwirkung der gereinigten Leberarginase auf die hydrolysierten Arginin- 
peptide sicher festzustellen, kochte man 2 ccm einer 1 molaren Peptidlésung 
mit 5 cem 10n-HCl 6 Stunden lang am RiickfluB, ergiinzte nach Neutrali- 
sieren mit Natronlauge auf 20 ccm mit Wasser und unterzog dann 4 ccm 
dieser Hydrolysatlésung der Arginasewirkung (gereinigt) unter den gleichen 
Bedingungen. Die kontrollierten Werte des Sdureverbrauchs sind in Kubik- 
zentimetern 0,02 n-H,SO, angegeben. 
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Heller. | = 
. iureverbrauch (ccm 0,02 n-H,SO, 
aben wir Siureverbrauch (ccm 0,02 n-H,SO,) 
erem p,, 3 : Substrate Px 9,0 ___ Pa 7,8 Pu 7,0 
sel auch unakti- unakti-| akti- (unakti-| akti- 
Arginase § viert aktiviert viert | viert | viert | viert 
uch eine Acetyl-I-pheny]- 2,20 8,10 | 1,20 | 1,70 | 0,75 | 1,10 
lon von (5,5 J.) | (7,8 | (8,0 | (4,8 | (1,9 %o) | (2,8 
Acetyl-l-leucy]- 2,00 3,30 1,30 1,85 0,95 1,25 
Arginase d-arginin (5,0 (8,3 °/o) | (3,3 | (4,6 °/o) | (2,4 | (8,1 °/0) 
ufen der | d-Arginin-mono- 30,40 40,00 
besser chlorhydrat (76,0 °/,) | (100,0 °/,) 
ung des —  Acetylphenylalanyl- 27,30 38,90 
nur eine argininhydrolysat (68,3 °/,) | (97,8 
Acetylleucyl-arginin- {| 26,90 37,50 
hydrolysat (67,3 °/,) | (93,8 
-Amino- —_Diacetyltyrosyl- | 2900 | 3950 | | | _ 
rginase- —argininbydrolysat |} (72,5 °/,)| (98,7 | 
Versuch 2. Langdauernde und wiederholte Wirkung der ge- 
 reinigten Leberarginase auf Argininpeptide (py 9,0). — Versuchs- 
Torschrift — ansatz: 20ccm 0,1 molare Substratlésung + 12 ccm Enzym + 28 ccm Puffer- 
(py 9,0). Ammoniakbestimmung in 10 ccm Digestat. Nach 48 stiindiger 
webebrei [fF Spaltung (37°) wurde das Digestat der weiteren Digestion unter neuem 
inn nach —[ Zusatz von 6 cem Enzym unterworfen. Ammoniakbestimmung in 12 ccm 
und yon — Digestat nach Folin. 
a Enzym- 
zuwachs 
Benzoyl: Sdureverbrauch (cem 0,02 n-H,SO, 
Substrate 
ao Sofort | 24 Std. | 48 Std. | Sofort | 24 Std. | 48 Std. 
= 
Arginin. | Enzymzusatz (6 ccm) 
’ ’ ’ ’ ’ 
den). Acetyl-l-leucyl-d-arginin | 0,40 1,50 1,45 1,50 | 1,85 | 1,90 
ereinigte 
-8,0cen _Versuch 3. Wirkung der Pankreasmaceration (Schwein) auf 
tiindiger  Argininpeptide (p,, 7,5, 37°, 72 Stunden). — Versuchsansatz: 5 cem 
ug unter —F 0,1 Mol-Substratlésung + 2 ccm Pankreasmaceration + 3 ccm Puffer (py 7,5). 
uffer mit — Formoltitration in 4 cem Digestat. 
ift Um 
Arginine 
idlésung J Acidititszunahme in 4 ccm Digestat 
Neutrali- Substrate | in Prozent des 
4 q em 0,1 n-HONa einen Carboxyls 
Kubik- Acetyl-leucylarginin. . . . . . 1,60 | 80,0 
Diacetyl-tyrosylarginin. . . . . 1,90 | 95,0 
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Zusammenfassung 


1. Acetylderivate der Argininpeptide wurden durch die ge. 
reinigte Leberarginase des Rindes nur im schwachen Grad ge. 


spalten. 

2. Die Pankreasmaceration griff Acetyl-1-leucyl-d-arginin, 
Acetyl-l-leucyl-d-arginin und Diacetyl-l-tyrosyl-d-arginin deut- 
lich an. 


Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit der Unterstiitzung von 
Hattori-H6ék6ékai, der wir auch an dieser Stelle unseren yer. 
bindlichsten Dank aussprechen méchten. 
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Isolierung der Glutaminsdiure aus Tumorproteinen 
2. Mitteilung iiber die Chemie der Tumoren’) 


Von 


Fritz Kégl, Hanni Erxleben und A. M. Akkerman 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15, Juli 1939) 


Die Entdeckung partiell racemischer Aminosauren in 'Tumor- 
eiwei8 hat uns vor zahlreiche neue Probleme gestellt, die sich 
auf sehr verschiedenartige Gebiete erstrecken. Eine dieser Auf- 
gaben betrifft die Frage, in welchem Ma8e der beobachtete 
Racemisierungsgrad der isolierten Aminosiuren ein Bild von den 
wirklichen Verhaltnissen im TumoreiweiB gibt. Es ist einleuchtend, 
daB die d-Formen neben einem Uberschu8 an 1-Aminosiuren 
praktisch nur dann sicher ,,abgefangen“ werden, wenn sie mit 
ihren Antipoden in einem gemeinsamen Krystallgitter (sehr schwer 
lésliches Racemat, Mischkrystalle) auskrystallisieren. 

In Anbetracht der besonderen Bedeutung der Glutaminsiure 
haben wir uns natiirlich in erster Linie mit den Verhialtnissen 
bei dieser Aminosiure beschiftigt. Wir untersuchten zunichst die 
Léslichkeit der Hydrochloride von und d,l-Glutaminséure in 
bei 0° gesittigter Salzsiure, wie sie zum Ausfillen der Roh- 
priparate verwendet wird. Es zeigte sich, daB die d,l-Form 
doppelt so léslich ist wie die reine l-Verbindung. In 20°/,iger 
Salzsiure, die wir zum Umkrystallisieren verwenden, ist die Lés- 
lichkeit bei 0° etwas gréBer, jedoch wurde der gleiche Léslich- 
keitsunterschied gefunden. Wir haben weiterhin das_,,ternire“ 
System von d- und 1-Glutaminsiure-hydrochlorid und 20°/,iger 
Salzsiure bei 0° untersucht. Es ergab sich, daB das d,l-Hydro- 


’) 1. Mitt. Diese Z. 268, 57 (1989), sowie Verhandelingen Kon. Ned. 
Akad. Wetensch. Amsterdam II, Teil 88, Nr. 1. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 261 10 
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chlorid nicht eine racemische Verbindung, sondern ein racemischies 
Gemisch*) (Konglomerat) darstellt (vgl. Figur). 


‘di / 7 


—> | —> 
System d-, 1-Glutaminsiiure-hydrochlorid, 20°/,ige Salzsiure 


Wir sehen also, daB der fiir die Isolierung vorteilhafteste 
Fall eines schwer léslichen Racemats bzw. Mischkrystalls bei der 
Glutaminsaure nicht vorliegt. Dies ist fiir den Nachweis partiell 
racemischer Glutaminsiiure von ausschlaggebender Bedeutung, wie 
sich das kiirzlich bei entsprechenden Versuchen in anderen 
Laboratorien gezeigt hat. Herr Prof. A.C.Chibnall, London, 
hatte die groBe Freundlichkeit, uns das Manuskript einer in- 
zwischen erschienenen Notiz*) zu iibersenden, wonach in 4 Fiillen 
aus Tumorproteinen optisch reine 1-(+-)-Glutaminsiure isoliert 
worden ist. Bei der Wichtigkeit dieser Angelegenheit haben wir 
selbstverstindlich sofort ergiinzende Versuche zur Aufklirung der 
abweichenden Ergebnisse vorgenommen 4), 

Kin Vergleich der Arbeitsweise von A.C. Chibnall, M.W. Rees, 
G. R. Tristram, E.F.Williams und E. Boyland mit unserer 
eigenen lieB sofort erkennen, da8 die britischen Autoren das robe 
Glutaminsiure-hydrochlorid viel verlustreicher umkrystallisierten 
als wir es zu tun pflegten. Ein wesentlicher Unterschied bestand 


*) Vgl. die Verhiltnisse bei der freien Glutaminsiure: E. Fischer, 
W. Kropp u. A. Stahlschmidt, Liebigs Ann. 365, 185 (1909); A. Me- 
nozzi u. G. Appiani, Gaz. chim. 24, 378, 888 (1894); L. Wolff, Liebigs 
Ann. 260, 122 (1890); J.B. Dalton u. C.L.A.Schmidt, J. of Biol. Chem. 
103, 572 (1933); N. Wright, ebenda 127, 187 (1989). 

Vgl. unsere eigenen Befunde iiber die Spaltung (S. 145 und 148). 

5) Nature 144, 71 (1939). 

‘) Vgl. die vorliufigen Mitteilungen in Nature 144, 111 (1989); Naturw. 
27, 486 (1939). 
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J tomer darin, daB sie bei der Aufarbeitung der EiweiBhydrolysate 
eine Vorreinigung durchfiihrten, bei welcher die Aminodicarbon- 


werden), 


siuren als Calciumsalze in etwa 90°/,igem Alkohol ausgefallt 
Wir haben aus diesem Grunde auch die Léslichkeit 


der Calciumsalze untersucht und fanden, daB d,l-Calcium-glut- 


“ aminat in 90°/,igem Alkohol mindestens 10mal so lislich ist wie 


- das Calciumsalz der 1-Form. Das reine racemische Salz ist zwar 
noch relativ schwer léslich; jedoch wird sich der genannte Lis- 
 lichkeitsunterschied bei der Aufarbeitung von Rohextrakten in 


hohem MaBe bemerkbar machen kénnen. 


Der an und fiir sich 
lingst bekannte EKinflu8 von Begleitstoffen auf die Léslichkeit 
hat sich vor allem bei der Reinigung der im letzten Jahrzehnt 


‘ isolierten Wirkstoffe hiufig in iiberraschender Weise geltend 


gemacht. 
Ks lag nahe, die Methode der britischen Autoren und unsere 


 eigene Arbeitsweise hinsichtlich ihrer Eignung zur Isolierung 


partiell racemischer Glutaminsiure zu vergleichen. Zunichst 


| haben wir ein Gemisch von reiner l- und d,l-Glutaminsiure 


(entsprechend 75,5°/, und 24,5°/, d-Form) nach der von 
' Chibnall und Mitarbeitern angewandten Methode fraktioniert 


entsprechend verlustreich umkrystallisiert. 
dabei reine 1-Glutaminsiure ({a], = 
von 66°/, der eingesetzten 1-Form. 


Wir erhielten 
+ 31,4°) in einer Ausbeute 


Im Rahmen unserer allgemeinen Untersuchungen ist die 


f Analyse verschiedener normaler Organe geplant. Da nach den 
_ Warburgschen Versuchen der Stoffwechsel embryonaler Gewebe 
_ jenem der Tumoren gleicht, haben wir zuniichst Kalbsembryonen 


untersucht, die wir der Freundlichkeit von Dr. A. Fischer, 


Kopenhagen, verdanken. 
im Vakuum bei 40° getrockneten Embryonalgewebe, das die 
 tierischen Wuchsstoffe noch in voller Aktivitit enthielt, nach 

unserer Methode optisch reine l(+)-Glutaminsiure 


Wir isolierten aus dem sehr schonend 


+ 81,4"). 


_ Da wir hier gréBere Mengen eines sehr gleichartigen Materials 
zur Verfiigung hatten, haben wir das Embryonalgewebe auch ver- 


| ergab 1,16 g reines 1-Glutaminsiure-hydrochlorid ([@], = 


as 


; wendet, um den Kinflu8 der Begleitstoffe bei der Isolierung der 
_ Glutaminsiiure aus Proteinen zu studieren. Zu einem Hydrolysat 
aus 20 g Embryonalgewebe wurden 600 mg d,1-Glutaminsiure 


_ 2ugefiigt; die Aufarbeitung nach der Methode der britischen Autoren 
+ 31,2°). 


*) Vgl. F.W. Foreman, Biochem. J. 8, 463 (1914). 
10* 
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In einem weiteren Versuch wurden 7,8 g einer in der friiher 
beschriebenen Weise aus Embryonalgewebe dargestellten ,, Alkohol. 
fallung* mit 700 mg d,l-Glutaminsaure versetzt. Die analoge 
Fraktionierung lieferte 506 mg reines 1-Glutaminsaure-hydrochlorid 
= + 31,4°). Wahrend somit bei diesen Versuchen die d-Glu. 
taminsiure in Form des ,,Racemats“ in den Mutterlaugen blieb, 
konnten wir in einem Parallelansatz bei Anwendung unserer 
iiblichen Fraktionierungs- und Krystallisationsweise unschwer eine 
partiell racemische Glutaminsiure ([«], = + 21,5°) isolieren; es 
wurden dabei 59°/, der zugesetzten d-Komponente zuriickgewonnen, 
Zusammenfassend ergibt sich, daB die Foremansche Reinigung 
iiber die Calciumsalze trotz sehr guter Ausbeute bei der Isolierung 
der natirlichen Glutaminsiiure in der bisherigen Ausfiihrung:- 
form zum Nachweis kleiner Mengen der partiell racemischen Siure 
nicht geeignet erscheint. 

Inzwischen sind wir auch von anderer Seite davon in Kenntnis 
gesetzt worden, daB die Auffindung der partiell racemischen 
Glutaminsiure nicht gelungen ist; wie uns namlich Herr Dr. 
S. Graff®, New-York, dankenswerterweise mitteilte, konnte er aus 
6 Tumoren nur optisch reine ]-Glutaminsdure isolieren. Auch in 
diesem Falle wurde jedoch nicht nach unserer Methode gearbeitet, 
sondern eine Vorreinigung iiber die Bariumsalze vorgenommen. 
Wir haben zwar die Léslichkeiten der entsprechenden Bariun- 
salze nicht experimentell festgestellt, méchten aber annehmen, dab 


hier ganz analoge Verhiltnisse vorliegen, wie bei den Calciumsalzen. f 


Die erwahnten negativen Befunde sind nach den Ergebnissen 
unserer Kontrollversuche nicht iiberraschend. Es bestehen bei 
der Isolierung der Glutaminsiure aus Tumorproteinen 
offensichtlich alle Voraussetzungen, um die d,l-Form 
,herauszureinigen“; die Aufgabe besteht demnach gerade 
darin, sie trotz ihrer gréBeren Léslichkeit mit in die 
chemisch reinen Krystallisate zu bringen. Fiir die erfolg- 
reiche Isolierung ist es unbedingt erforderlich, mit méglichst 
wenig Substanzverlust umzukrystallisieren. Bei einem Fall wie 
der Glutaminsaure wird sich dabei der Drehungswert des partiell 
racemischen Gemisches mit jeder Umkrystallisation andern, da 
einer der Antipoden angereichert wird. Wie in unserer 1. Mit- 
teilung’) erwahnt wurde, haben wir eine Drehungsinderung, dit 


6) J. of Biol. Chem., im Druck. 
) a. a. O., und zwar S. 67 und 73. 
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frither 4—2°/,d-Form entspricht, nicht als sichere Abweichung angesehen; 
Alkohol-  gobald die Anderung in diesen Bereich fiel, haben wir die chemische 

analoge QReinheit der Priparate durch die Elementaranalyse kontrolliert. 
rochlorid SchlieBlich soll nicht unerwihnt bleiben, daB nach unseren Er- 
ie d-Glu- fahrungen auch reines d,l-Glutaminsaure-hydrochlorid offensichtlich 
en blieb, f schlechter und langsamer krystallisiert als die reinen Antipoden; 

unserer f es ist deshalb empfehlenswert, nach der Sittigung mit Chlor- 
wer eine — wasserstoff und eventuell beim Umkrystallisieren mit Krystillchen 
ieren; es der l- und der ,,d,l-Form“ zu impfen und erst nach friihestens 
ewonnen, f 24 Stunden abzufiltrieren. 


einigung F An und fir sich ist der Nachweis der d-Aminosiuren in 
solierung f Tumorproteinen durch die Depression der optischen Drehung kein 
tihrungs- ungefihrliches Kriterium; es kann nimlich der Kinwand erhoben 


en Siiure § werden, daB die beobachteten Depressionen z. B. durch analytisch 

' nicht nachweisbare Verunreinigungen mit entgegengesetztem 
Kenntnis f Drehungssinn verursacht sein kénnten. Um diese Méglichkeit 
smischen f fiir den Fall der Glutaminsiure auszuschlieBen, haben wir ver- 
lerr Dr. J sucht, die d-Komponente als solche zu isolieren. Eine Spaltung 
te er aus f der partiell racemischen Glutaminsiure nach der Methode von 
Auch in f E. Fischer’) iiber die Strychninsalze der Benzoylverbindungen 


arbeitet, f kam nicht in Betracht, da die Benzoylierung an sich bereits eine 
nommen, fF teilweise Racemisierung verursachen kann. Wir haben deshalb 
Barium- Ff die in Tab. IV unserer 1. Mitteilung erwihnte Glutaminsiure 
nen, dab f ({c],, = + 3,5°) aus Brown-Pearce-Tumoren nach der Methode von 
msalzen. f FF. Khrlich®) mit giirender Hefe behandelt und konnten auf diese 
ebnissex Weise in der Tat reine d(—)-Glutaminsiure ((#], =— 31,2°) in 
hen bei f einer Ausbeute von 30,8°/, d. Th. isolieren. 

yteinen fF Bei dem aus dem menschlichen Ovarialcarcinom (I. Mitteilung, 


l-Form ‘Tab. V) dargestellten Praparat von Glutaminsiiure ([«], = + 4,6°) 
gerade f haben wir die Spaltung ebenfalls mit Erfolg durchfiihren kénnen. 
in die f Wir brachten in diesem Falle die letzte der drei Pasteurschen 
» erfolg- fF Methoden zur Anwendung, und zwar wurden aus einer iibersiittigten 
églichst Liésung der freien Sadure Einkrystalle geziichtet, von denen wir 
‘all wie F jeweils die optische Drehung bestimmten. Nachdem zunichst 
partiell fF mehrmals Krystalle der 1-Form erhalten wurden, konnten schlieB- 
ern, da f lich aus der nunmehr linksdrehenden Lisung nach entsprechendem 
1, Mit | Impfen Krystalle des d-Antipoden geziichtet werden ([c], = — 31,1° 
Ing, die baw. — 31,4°), 


*) Ber. chem. Ges. 32, 2464 (1899). 
*) Biochem. Z. 63, 879 (1914). 
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Da wir die Schwierigkeiten bei der Nacharbeitung unserer Ver. 
suche offensichtlich unterschitzt haben, geben wir im Versuchsteil eine 
ausfiihrliche Beschreibung fiir die Isolierung der partiell racemischey 
Glutaminsiure. 

Versuchsteil 

Isolierung von Glutaminséure aus Eiweifhydrolysaten. In allen 
Fallen, in denen eine Gesamtanalyse des betreffenden Hiweif. 
hydrolysates durchgefiihrt wurde, war die Glutaminsaure nach der 
Extraktion mit Butanol’®) und Propanol in der Hauptsache in 
der waBrigen Liésung enthalten. 

Diese Fraktion wurde weitgehend eingeengt (auf etwa 1 com 
pro Gramm Ausgangsmaterial), bei 0° mit HCl gesittigt und einige 
Tage bei 0° aufbewahrt. Zur Férderung der Krystallisation wurde 
mit je einem Krystillchen von 1-Glutaminsaure-hydrochlorid und 
d,l-Glutaminsaure-hydrochlorid geimpft. Nach 3—4 Tagen wurde 
das Rohkrystallisat mit Hilfe eines Glasfilters abgesaugt und mit 
wenig eiskalter, gesittigter Salzsiure nachgewaschen. Das Filtrat 
wurde im Vakuum auf etwa ?/, des urspriinglichen Volumens 
eingeengt, nochmals bei 0° mit HCl gesattigt und im Hisschrank auf- 
bewahrt. Nach Absaugen des zweiten Krystallisates konnte durch 
nochmaliges Einengen und Siattigen mit HCl in manchen Fiillen 
eine dritte Krystallisation gewonnen werden. Die Rohkrystallisate 
wurden vereinigt, im Vakuum iiber Atzkali getrocknet und au 
20°/,iger Salzsiure umkrystallisiert. Zur Entfernung gefiarbter 
Begleitstoffe wurde beim ersten Umkrystallisieren meistens etwas 
Tierkohle zugefiigt. Es war stets darauf zu achten, mit mdglichst 
wenig Substanzverlust (auf jeden Fall weniger als 10°/,) umzu- 
krystallisieren. Aus diesem Grunde mufte nach dem ersten Un- 
krystallisieren unter Anwendung von Tierkohle das Filtrat unter 
Umstiinden etwas eingeengt werden. 

Mit EiweiBhydrolysaten, aus denen nur die Glutaminsiure 
isoliert werden sollte, wurde folgendermaBen verfahren: Die Hydro- 
lysate wurden mit Wasser verdiinnt, filtriert und im Vakuum zur 
Trockne gedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen und 
wieder eingedampft, und dieses Verfahren wiederholt, bis dic 
Hauptmenge Salzsiure entfernt war. Danach wurde der Riick- 
stand in der 10fachen Menge Wasser gelést und bei Zimmer- 
temperatur mit einem Uberschu8 an gepulvertem Cuprooxyd”) 

10) H. D. Dakin, J. of Biol. Chem. 44, 499 (1920). 


1) Vgl. E. Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. Bd. li, 
492 (1910). 


4 
q 
i 
: 
| 
; 
; 
4 
i 
| ; 
| 3 
Lay 
} 
q 
4 
: 
; 
a 
4 
: 
i 


1, 


erer Ver. 


isteil eine 


emischen 


In allen 
Kiweig. 
nach der 
sache in 


ra 1 com 
ad einige 
wurde 
und 
n wurde 
und mit 
s Filtrat 
olumens 
ank auf- 
te durch 
Fallen 
tallisate 
und aus 
efarbter 
is etwas 
glichst 
umzu- 
en Un- 
it unter 


insiure 
Hydro- 
um zur 
en und 
bis die 
Riick- 
immer- 


oxyd "’) 


1. Bd. I, 


147 


Isolierung der Glutaminsiure aus Tumorproteinen 


geschiittelt. Die Lésung wurde filtriert, im Filtrat das Kupfer 
durch Einleiten von H,S entfernt und abermals filtriert. Das 
nunmehr hellgelb gefarbte Filtrat wurde im Vakuum weitgehend. 
eingeengt und die Ausfallung des Glutaminsadure-hydrochlorids 
in der oben beschriebenen Weise vorgenommen. 


Glutaminsaure aus einem menschlichen Ovarialcarcinom Aus- 
gangsmaterial fiir die Hydrolyse: 8,1 g Alkoholfillung aus NaCl- 
Extrakt und 40,2 g Geweberiickstand. Die Glutaminsiure wurde 
nach der Butanolextraktion in der oben beschriebenen Weise aus 
der waBrigen Lésung isoliert. Rohkrystallisat von Glutaminsiure- 
hydrochlorid: 6,250 g. Umkrystallisiert aus 20°/, HCl. Krystalli- 


sat 5,610 g. 
Drehung™: [a], = + — in 99/, HCL. 


Das Hydrochlorid wurde nochmals aus 20°/, HCl umkrystalli- 
siert. 5,551 g lieferten 5,340 g Glutaminsiure-hydrochlorid. 
0,23 - 100 
Drehung: + 4,6° in 9°/, HCl. 
Analyse vgl. I. Mitteilung, S. 73. 


Glutaminsdure aus Brown-Pearce-Tumoren Ausgangsmaterial: 
18 g Alkoholfallung aus NaCl-Extrakt. Die Glutaminsiure wurde 
aus der waBrigen Fraktion nach der Butanolextraktion als Hydro- 
chlorid gewonnen. Das Rohkrystallisat (2,030 g) war so sauber, 
daB es bereits fiir eine Drehung zu verwenden war. 
= + + 3,0° in 9°/, HCL. 
Die Substanz wurde aus 20°/,iger HCl umkrystallisiert. 
1,980 g lieferten 1,850 g Glutaminsaure-hydrochlorid. 
0,14 + 100 
Drehung: [@],-= + = + 3,5° in 9°/, HCl. 
Analyse vgl. 1. Mitteilung, S. 72. 


Spaltung der Glutaminsiure aus Brown-Pearce-Tumoren mit 
girender Hefe. Die Darstellung der freien Séure aus dem Hydro- 
chlorid erfolgte nach den Angaben von E. Fischer?) durch 


”) Die Gesamtanalyse dieses Carcinoms ist in Tab. V unserer I. Mit- 
teilung zusammengestellt. 

8) Die spez. Drehung ist in der iiblichen Weise auf die freie Glutamin- 
siure berechnet. 

) Die Gesamtanalyse der Tumoren ist in Tab. IV unserer I. Mitteilung 
zusammengestellt, 

*) Ber. chem. Ges. 32, 2470 (1899.) 
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Neutralisieren mit KOH. Beim Abkihlen in Kiskochsalzmischung 
krystallisierte die Glutaminsiure aus und wurde aus Wasser un- 
krystallisiert. 

0,18 + 100 


[e],= + = -+ 4,2° in HCl. 


Die Spaltung wurde nach der Vorschrift von F. Ehrlich" 
vorgenommen: 1,492 g Glutaminsiure wurde mit 60 g Glucose in 
600 com Wasser gelést und bei Zimmertemperatur mit 30 g Hefe 
(Rasse M vom Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin) geriihrt. Nach 
24 Stunden wurden nochmals 30 g Glucose zugefiigt. Da nach 
70 Stunden mit Fehlingscher Liésung keine Glucose mehr nach- 
zuweisen war, wurde der Versuch abgebrochen; die Hefezellen 
wurden durch Zentrifugieren von der Lisung getrennt und mit Wasser 
ausgewaschen. Die schwach getriibte Lésung wurde im Vakuum 
auf etwa 200 ccm eingeengt, mit Tierkohle kurz aufgekocht und 
filtriert. Nunmehr war die Lisung véllig klar und lieferte nach 
dem Kinengen zunichst ein Krystallisat von reiner d(—)-Glutamin- 
siure. 198,5 mg = 30,8°/, der urspriinglich vorhandenen Menge 
d-Glutaminsiaure. 


[e]p= — — — 31,2° in 9°/, HCl. 


Ein bei weiterem Einengen auskrystallisierendes Produkt war 
stark mit Bernsteinséure verunreinigt und wurde nicht weiter zu 
reinigen versucht. 


Spaltung der Glutaminséure aus Ovarialcarcinom durch mecha- 
nische Auslese!’). Die freie Siure wurde aus dem Hydrochlorid 
in der oben beschriebenen Weise dargestellt und aus Wasser 
umkrystallisiert. = + 3,36°). 457 mg Glutaminsiure wurde 
bei 50° in Wasser gelést. Die Lésung wurde durch ein Glas- 
filter in einen sauberen, staubfreien Erlenmeyer filtriert und iiber 
Nacht stehen gelassen. Am nichsten Tage war keine Krystalli- 
sation eingetreten; die Lésung wurde nunmehr erwirmt und mit 
einem Krystall von 1-Glutaminsiure geimpft. Nach 2 Tagen hatten 
sich 2 Krystalle entwickelt, die aus der Lésung herausgenommen, 


16) Biochem. Z. 63, 879 (1914). 

11) Fir Ratschlige bei der Ausfiihrung dieser Methode sind wit 
Herrn Dr. E. Havinga zu Dank verpflichtet. Es ist nimlich beobachtet 
worden, daB bei der Krystallisation ohne besondere VorsorgemaBnahmen di¢ 
Glutaminsiure leicht in Form von Nadeln auskrystallisiert, die wahrschein- 
lich die racemische Verbindung darstellen. 
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mit Wasser abgespiilt und im Vakuum getrocknet wurden. Die 
- Gewichte betrugen 38,4 bzw. 29,5 mg, die Drehungen 
A 65 - 100 1,53 - 100 ; 

(a|p=+ = baw. =+ = +314" 


Der folgende, auf die gleiche Weise erhaltene Krystall von 34,5 mg 


1,60 - 100 
geigte ein [@])=-+ 
bleibenden Lésung nunmehr ein Drehungswinkel « = — 0,23° ab- 
gelesen wurde. Nach Impfen der nochmals erwarmten und filtrierten 
Lésung mit einem Krystall von d-Glutaminsaéure wurden zwei 
eréBere Krystalle der d-Form erhalten. Die Gewichte betrugen 


= + 31,8°, waihrend bei der zuriick- 


25,7 und 31,8 mg, die Drehungen [«],=— eras — —31,1° 
1,64 + 100 
und [¢],>=— 31,4° 


Aufarbeitung eines Gemisches von l- und d-Glutaminsaéure nach 
der Methode von Foreman?*)-Chibnall. Ein Gemisch, das 1133 mg 
(= 75,5°/,) reine l- und 368 mg (= 24,5°/,) reine d-Glutaminsiure 
enthielt ((@], = + 15,4°), wurde in 55 ccm Wasser gelést und 
unter Kihlung mit einem UberschuB an frisch gefalltem, zu einem 
Brei angerithrtem Ca(OH), versetzt. Die Mischung wurde einige 
Minuten kraftig durchgeschiittelt, abgesaugt und das iiberschiissige 
Calciumhydroxyd griindlich ausgewaschen. Bei héchstens 40° Bad- 
temperatur wurde das Filtrat auf 6,5 ccm eingeengt und mit 
60 ccm 96°%/,igem Athanol unter gutem Umschiitteln versetzt. 
Die ausgefallten Ca-Salze wurden filtriert und mit absolutem 
Athanol nachgewaschen. Das im Vakuum von anhaftendem Alkohol 
befreite Produkt léste sich auch nach langerer Zeit nicht in 
6,5 com Wasser; es wurde deshalb in einem gréBeren Volumen 
gelést und die Fliissigkeit im Vakuum wieder auf 6,5 ccm ein- 
geengt, ehe sie nochmals mit der 9fachen Menge 96°/,igem Athanol 
versetzt wurde. Die zweite Ca-Salzfaillung wurde in derselben 
Weise wie oben behandelt und nach dem Trocknen in 50 ccm Wasser 
gelést. Die Entfernung des Ca” erfolgte durch Titration mit 
gesittigter Oxalsiurelésung. Nach Absaugen des Ca-Oxalats 
wurde das Filtrat mit HCl angesauert und im Vakuum zur Trockne 
gedampft. Der Riickstand (1,502 g = 79,8°/, d. Th.) enthielt noch 
deutliche Mengen anorganischer Substanz und wurde deshalb aus 
20°/,iger HCl mit einem Materialverlust von 23°/, umkrystallisiert. 


1,162 Glutaminsiure-hydrochlorid, + = + 28,0° 
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Diese Saéure wurde nochmals mit einem Substanzverlust yop 


19,7°/, umkrystallisiert und lieferte 923 mg 1-Glutaminsiure. 
hydrochlorid, [a] = -+ = +4 1,4°. Dies entspricht 747 mg 


1-Glutaminséure = 66°/, der urspriinglich vorhandenen Menge. 


Isolierung von Glutaminsiure aus Kalbsembryonen. 10 ¢ En. 
bryonalgewebe!*) wurde mit 30g konzentrierter HCl 7 Stunden 
lang hydrolysiert und in der iiblichen Weise von der Hauptmenge 
HCl befreit. Die Ausfallung der Glutaminsaéure als Hydrochlorid 
erfolgte nach Entfernung von Verunreinigungen mit Cuprooxyd 
nach der oben beschriebenen Methode. Das Rohkrystallisat betrug 
388 mg, nach dem Umkrystallisieren aus 20°/,iger HCl wurden 
346 mg Glutaminsaure-hydrochlorid erhalten. 


1,57 - 100 ‘ 
[a], = =-+ $1,4° In HCl. 
4,350 mg Subst.: 5,18 mg CO,, 2,08 mg H,O. — 4,584 mg Subst.: 


0,297 cem N, [766 mm, 23°]*), 
Ber. C 32,70 H5,50 N7,64 Gef. C 32,47 H5,35 N 7,53. 


Isolierung von Glutaminsiure aus Kalbsembryonen nach der 
Methode von Foreman-Chibnall. 30g Embryonalgewebe wurde mit 
NaCl-Lésung extrahiert und daraus durch Alkoholfallung eine 
Eiwei8fraktion gewonnen, die mit dem ausgewaschenen und ge- 
trockneten Geweberiickstand vereinigt wurde (15,3 g). Nach Hydro- 
lyse und Aufarbeitung des Hydrolysats nach der Methode der 
britischen Autoren erhielten wir 1,5013 g rohes Glutaminsiiure- 
hydrochlorid. Umkrystallisiert aus 20°/, HCl, Ausbeute 1387,5 mg 
Glutaminsaure-hydrochlorid, 


[a] = + _ + 31,5° in 9°/, HCL. 

Anwendung der Methode von Foreman-Chibnall auf Hydro- 
lysate, denen d,l-Glutaminsiure zugefiigt war. a) Ein Hydrolysat 
von 20 g Embryonalgewebe wurde mit 600 mg d,1-Glutaminsiure 
versetzt. Bei der ersten Fallung mit Alkohol fielen die Ca-Salze 
gréBtenteils als brauner Sirup aus, der an den Wanden des 
GefaBes klebte. Die zweite Alkoholfallung lieferte ein etwas 
helleres Produkt, das wenigstens zum Teil flockig ausfiel und 


1°) Wie uns Herr Dr. A. Fischer mitteilte, wurden 2—8 Monate alte 
Kalbsembryonen unmittelbar nach der Operation bei ~ 10° gefroren, ge- 
mahlen und im Vakuum nicht iiber 40° getrocknet. 

20) Die Analysen wurden von Herrn P.Hubers, Amsterdam, ausgefiihrt. 
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abfiltriert werden konnte. Nach der Entfernung des Ca mit 
Oxalsiure wurde das Filtrat im Vakuum auf etwa 5 ccm ein- 
geengt und bei 0° mit HCl gesittigt. Das so erhaltene Roh- 
crystallinat betrug 1,4862 g und wurde mit einem Substanzverlust 
von 21,8°/, aus 20 0), HCl umkrystallisiert. 1,1603 g Glutamin- 
siiure-hydrochlorid, 

= + + 312° in 9°/, HCl. 


b) Aus 80 g Embryonalgewebe wurde durch Alkoholfallung 
aus NaCl-Extrakt eine Eiweiffraktion von 7,8 g erhalten, die nach 
der Hydrolyse mit 700 mg d,l-Glutaminsiure versetzt wurde. Die 
Aufarbeitung ergab 729 mg rohes Glutaminsiure-hydrochlorid. 
Nach dem Umkrystallisieren mit 30,5°/, Substanzverlust erhielten 
wir 506 mg mit 

= +81,4° in 9°/, HCl. 


Anwendung unserer gewohnlichen Methode auf ein Hydrolysat, 
dem d,l-Glutaminsaure zugefiigt war. 30 g Embryonalgewebe wurden 
mit NaCl-Lésung. extrahiert und daraus durch Alkoholfallung eine 
KiweiBfraktion gewonnen- Sie wurde mit dem ausgewaschenen 
und getrockneten Geweberiickstand vereinigt (15,3 g), in tiblicher 
Weise hydrolysiert, mit 500mg d,l-Glutaminsiure versetzt und 
nach der von uns angewandten Methode aufgearbeitet und um- 
krystallisiert. Wir erhielten 965 mg rohes Glutaminséure-hydro- 
chlorid, das aus 20°/, HCl unter Zusatz von etwas Tierkohle 
unkrystallisiert, 919 mg Krystalle lieferte. 

[a] = = + in 9°), HCl. 

Die Drehung entspricht einem Gehalt von 16,1°/, d- Form, 
demnach waren 147,5 mg d-Glutaminsaéure = 59°/, der zugesetzten 
Menge suriickgefanden. 

Die Siure lieferte bei nochmaligem Umkrystallisieren aus 


20/,iger HCl 848 mg, [e],= + = + 29,8° in HCl. 


5,11 
4,142 mg Subst.: 4,97 mg CO,, 2,01 mg H,O. — 4,130 mg Subst.: 


0,270 cem Ny (768 mm, 28%. 

Ber. C 32,70 H 5,50 N 1,64 Gef. C 82,73 H 5,43 N 17,62. 
Untersuchung des Systems 20°/, HCl, 

d-Glutaminsaure-hydrochlorid. (A.M. Akkerman.) Simtliche Be- 

stimmungen wurden bei 0° vorgenommen, und zwar wurde eine 

gewogene Menge Glutaminsdure-hydrochlorid (0,5—0,6 g) mit 

etwa 20 g 20°/, HCl zusammen in mit Gummistopfen verschlossene 
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Flaischchen gefillt und in einem Thermostaten, der Eiswasser 
enthielt, geschiittelt. Zunichst wurden die Léslichkeiten der 
1-Komponente und des racemischen Hydrochlorids bestimmt, und 
zwar wurde das Gleichgewicht sowohl von der in der Wirme 
gesittigten Lésung als auch von der kalten ungesattigten Lésung 
aus erreicht. Meistens wurde der Versuch nach 40stiindigem 
Schiitteln abgebrochen, da sich dann das Gleichgewicht sicher 
eingestellt hatte. Die gesittigte Lésung wurde nunmebhr aus den 
Flischchen durch ein Glasfilter in zuvor gewogene Kdélbchen 
gedriickt und das Gewicht der gesittigten Lésung bestimmt. Die 
Analyse der Lésung erfolgte durch EKindampfen auf dem Wasserbad 
und Trocknen des Riickstandes im Exsiccator bis zur Gewichts- 
konstanz. Léslichkeit des 1-Glutaminsaure-hydrochlorids: 0,875, 
0,878, 0,876, 0,874 g/100 g Lésung. Mittelwert 0,876 g/100 g Lésung. 
Léslichkeit des d,l-Glutaminsiure-hydrochlorids: 1,756, 1,749, 
1,769 g/100 g Lésung. Mittelwert 1,758 g/100 g Lésung. 

Zur weiteren Bestimmung des Systems wurden verschiedene 
Gemische von 1-, d,l-Glutaminsiure-hydrochlorid und 20°/, Salz- 
siure eingewogen, bei 0° bis zur Einstellung des Gleichgewichts 
geschiittelt und in der oben beschriebenen Weise abfiltriert und 
getrocknet. Aus der optischen Drehung des Trockenriickstandes 
konnte der Gehalt der gesittigten Lésung an 1- und d-Komponente 
berechnet werden. 

Der in den Flaschchen nach dem Filtrieren zuriickbleibende 
Bodenkérper wurde mit der anhaftenden Lésung gewogen, danach 
konstant getrocknet und abermals gewogen. Aus dem Gewichts- 
verlust lieB sich, da auBerdem die Zusammensetzung der anhaften- 
den Lésung bereits bekannt war, ihre Menge und damit das wirk- 
liche Gewicht des Bodenkérpers bestimmen. Seine Zusammen- 
setzung wurde mit Hilfe der optischen Drehung unter Beriick- 
sichtigung einer Korrektur fiir die anhaftende Lésung gefunden. 


Einwage Gehalt der Lésung Bodenkérper 
| HCl] | %od | %o HCl] | 


I | 1,52 | 0,11 | 98,37 | 0,87 | 0,12 | 99,01 | 100 | — 

Ir | 1,97 | 0,17 | 97,86 | 0,86 | 0,17 | 98,97 | 100 | — 
Ill | 1,98 | 0,84 | 97,68 | 0,88 | 0,38 | 98,79 | 100 | — 
IV | 1,59 | 0,52 | 97,89 | 0,87 | 0,51 | 98,62 | 100 | — 
V | 2,50 | 0,57 | 96,93 | 0,88 | 0,59 | 98,53 | 100 | — 
VI | 2,85 | 0,69 | 9646 | 0,87 | 0,70 | 98,43 | 100 | — 
Vil | 1,95 | 1,22 | 96,83 | 0,88 | 0,88 | 9824 | 77 | 28 
VIII | 1,70 | 1,40 | 96,90 | 0,88 | 0,88 | 98,24 | 62 | 38 
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Die auf Grund der obigen Zahlen gezeichnete Figur enthilt 
eine Kurve fiir die Zusammensetzung aller Lésungen, die neben 
]-Glutaminsiure-hydrochlorid als Bodenkérper existieren. Aus 
dem Verlauf dieser Kurve ist zu schlieBen, daB bei 0° d,l-Glutamin- 
siiure-hydrochlorid ein racemisches Gemisch ist. Die Figur liBt 
sich durch Spiegelung um die Bisectrix von der Ecke der beiden 
Koordinaten aus vervollstindigen. 


Léslichkeit von und bei 0° in 
gesittigter HCl. Die Hinstellung des Gleichgewichts erfolgte in 
der oben beschriebenen Weise durch Schiitteln der Flaschchen 
im Thermostaten mit Eiswasser. Naturgemé8 konnte es in diesem 
Falle nur von der kalten, ungesattigten Lésung aus erreicht werden. 

Fiir die Léslichkeit des d,l-Glutaminsdure-hydrochlorids wurde 
ein Mittelwert von 0,797 g/100 g gesittigte Lésung berechnet. 
Die gefundenen Werte betrugen 0,795, 0,795, 0,801. 

Die Loslichkeit des 1-Glutaminsiure-hydrochlorids wurde zu 
0,415 g/100 g gesittigte Lésung bestimmt (0,412, 0,419, 0,415). 


Loslichkeit des l- und d,l-Calcium-glutaminats in Alkohol der 
Dichte 0,888 bei 22—23°. Die Einstellung des Gleichgewichtes 
erfolgte durch Schiitteln der Lésungen bei Zimmertemperatur 
(22—23°), und zwar zum Teil von der zuvor erwarmten Lésung 
aus. Die Versuche wurden nach 24 bzw. 36 Stunden abgebrochen. 
Die Léslichkeit des d,l-Calcium-glutaminats betrug im Mittel 
0,14 g/100 g gesittigte Lésung (0,16, 0,14, 0,14, 0,10). Das 1-Cal- 
cium-glutaminat zeigte eine Léslichkeit von 0,01 g/100 g gesittigte 
Lisung (0,01, 0,007, 0,012). 
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Zur Stereochemie der Proteine von Myomen 
und anderen Geschwiilsten 


3. Mitteilung iiber die Chemie der Tumoren’) 
Von 


Fritz Kég] und Hanni Erxleben 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1939) 


Bei der Priifung einer neuen Geschwulsttheorie hingt die 
Reihenfolge, in der die verschiedenen Tumortypen untersucht 
werden, wenigstens anfinglich weitgehend von den Zufilligkeiten 
der Materialbelieferung ab. Wir haben uns zur Aufgabe gestellt, 
neben den verschiedenen Geschwiilsten auch andere krankhafte 
Gewebe und weitere normale Organe zu analysieren. Wie in der 
1, Mitteilung bereits angekiindigt wurde, hielten wir vor allem 
die Untersuchung typisch gutartiger Geschwiilste fiir wichtig. Als 
solche kénnen im allgemeinen z. B. Myome angesehen werden. 

Die Versuchsergebnisse bei der Gesamtanalyse zweier Uterus- 
myome sind in den Tab. I und IJ zusammengestellt (vgl. S. 155), 

Wie die Tabellen zeigen, sind auch bei diesen gutartigen 
Geschwiilsten sterische Verinderungen der KiweiBbausteine nach- 
zuweisen, und zwar finden sich einige Prozente d-Formen bei 
Leucin, Oxyglutaminsadure und in einem der Fille auch bei 
Oxyprolin. Die Glutaminsiure des 1. Myoms ist mit einem 
d-Gehalt von 1,7°/, im Sinne der von uns vorsichtshalber ge- 
troffenen Einschrankung noch als normale l-Form anzusprecheu. 
Beim 2. Myom konnten wir trotz unserer Bemiihungen keine 
Glutaminséure isolieren; wenn sie iiberhaupt vorhanden war, 
miiBte ihre Menge sehr gering gewesen sein. Unter diesen Um- 
stiinden war es wiinschenswert, weitere Myome auf das Vorhanden- 
sein bzw. die Beschaffenheit dieses wichtigen KiweiBbausteins 2u 


1) 1. Mitteilung, Diese Z. 258, 57 (1939); 2. Mitteilung vorstehend. 
Vgl. auch den Vortrag vor dem ,,Reichsausschu8 fiir Krebsbekimpfung", 
Miinchen am 13. Mai 1989: Klin. Wschr. 18, 801 (1939); Z. Krebsforsch. 
im Druck. 
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| prifen. Wir erhielten in zwei daraufhin untersuchten Fallen 


Priparate von Glutaminsiure mit 2,8 bzw. 2,0°/, d-Form. Der 


Racemisierungsgrad der Glutaminsiure liegt bei den gepriiften 
- Myomen demnach vorliufig gerade an der Grenze der Nach- 


weisbarkeit. 
Tabelle I 
Uterusmyom 
(Gesamtes Myom hydrolysiert) 
Aminosiuren Ausbeute (mg) | Gef. (°)| Lit. [a], |°/, d-Form 
Arginin. 96 + 24,1 + 25,0 1,8 
Asparaginsiiure .. . 565 + 25,0 + 25,7 1,4 
Glutaminsfiure. . . . 395 +30,6 +31,7 1,7 
Glykokoll. ....-. nicht bestimmt 
Isoleucin . . . . . . | nicht gefunden 
970 +14,0 +15,4 4, 
| Oxyglutaminsiure . .. 69 +15,2 3,4 
235 —%7,0 — 80,6 2,2 
Phenylalanin ... . 344 — 34,2 — 35,1 1,3 
Serin. . .... . . | nicht gefunden — 
626 — 8,6 — 8,64 
188 +27,8 + 28,8 1,7 
Tabelle I 
Uterusmyom 
(Alkoholfiallung aus NaCl-Extrakt und Geweberiickstand) 
Aminosiduren Ausbeute (mg) | Gef. [a], (°)] Lit. [e], (°) |°/, d-Form 
Alanin....... 195 nicht gereinigt 
100 + 24,3 + 25,0 1,4 
Asparaginsiiure . . . 480 +25,2 +25,7 
Glutaminsiiure. . . . | nicht gefunden — — 
eee 152 — 38,9 — 39,65 
Isoleucin . . 355 + 36,9 +37,4 
502 +13,9 +15,4 4,9 
Oxyglutaminsiure . . 450 +14,8 +16,3 4,6 
249 — 78,5 — 80,6 1,3 
Phenylalanin ae ae 266 — 34,4 — 35,1 
87 nicht gereinigt 
Serin . nicht gefunden 
bee 505 — 8,5 — 8,64 
295 +27,9 + 28,8 
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Da alle bisher untersuchten malignen Tumoren mehr oder 
weniger typische Carcinome darstellten, kam es uns sehr gelegen, 
daB wir die Méglichkeit hatten, zum Vergleich ein menschliches 
Sarkom zu untersuchen. Es handelte sich um ein Osteosarkon 
am Oberschenkel eines 11 jahrigen Midchens, dessen Bein amputiert 
werden muBte. Der Tumor war so hart und zihe, daB er nicht 
gemahlen werden konnte; wir haben deshalb das Gewebe so gut 
als méglich zerkleinert und ohne vorherige Fraktionierung hydro. 
lysiert. Tab. III zeigt das Ergebnis der Analyse. 


Tabelle III 
Menschliches Oberschenkelsarkom 
(Gesamtmenge hydrolysiert) 


Aminosiuren Ausbeute (mg) | Gef. [a], Lit. (| °/, d-Form 
175 nicht gereinigt 
830 + 23,1 + 25,0 3,8 
Asparaginsiure .. . 136 +- 25,6 + 25,7 
Glutaminsiure .. . 256 + 7,0 +31,7 39,0 
Glykokoll. ..... 227 

Histidin ...... 67 — 39,6 — 39,65 
115 +14,0 + 15,4 45 
432 +15,2 +14,6 4,8 
Oxyglutaminsiiure . . | nicht gefunden -— a 

Oxyprolin. ..... 695 — 71,8 — 80,6 5,4 
Phenylalanin .... 112 — 34,9 — 35,1 

111 nicht gereinigt 

36 — 8,4 — 8,64 
422 + 26,9 +28,8 3,3 


Neben der zu 39°/, racemischen Glutaminsiure fanden wir 
Leucin, Lysin, Oxyprolin, Valin und zum erstenmal auch 
Arginin zu 6—10°/, racemisch. Diese letztere Aminosiure, 
deren Bedeutung fiir das Tumorproblem viel diskutiert?) worden 
ist, haben wir bisher bei allen anderen Geschwiilsten als reine 
l-Form isoliert. Es wire sehr interessant, wenn sich dieser 
Befund auch bei anderen Sarkomen bestitigen lieBe, da dann 
zum erstenmal am toten Gewebe ein chemischer Unterschied 
zwischen Carcinom und Sarkom aufgezeigt wire. 

Aus auBeren Griinden haben wir bisher noch keinen Benz- 
pyrentumor untersucht, dagegen stand uns bereits eine durci 


*) Vgl. z. B. Ergeb. Enzymforsch. 6, 172 (1937). 
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eine Virusart verursachte Geschwulst zur Verfiigung. Wir erhielten 
yom Elberfelder Laboratorium ein Hydrolysat des Kaninchen- 
myxoms von Sanarelli. 


Tabelle IV 


Kaninchenmyxom 
(Alkoholfillung und Geweberiickstand) 


Aminosiuren Ausbeute (mg) | Gef. [a], (°)] Lit. [a], d-Form 
Alanin . 160 nicht gereinigt 
Arginin . 226 + 24,3 + 25,0 1,4 
Asparaginsiiure . nicht gefunden 
(ilutaminsaure 92 +21,1 +31,7 16,5 
Glykokoll. 30 
Histidin 84 —39,5 — 39,65 
Isoleucin . . . . | nicht gefunden 
73 +14,2 +15,4 3,9 
Lysin nicht gefunden 
Oxyglutaminsiure . nicht gefunden 
Oxyprolin. 1100 — 17,8 — 80,6 1,7 
Phenylalanin 185 — 34,8 — 35,1 
Prolin nicht gefunden 
Serin. . 325 nicht gereinigt 
Tyrosin. 145 — 8,7 — 8,64 
Valin. 110 + 27,2 +28,8 2,8 


Wie aus Tab. IV hervorgeht, bestand die isolierte Glutamin- 
siiure in diesem Falle zu 16,5°/, aus der d-Form, wihrend im 
iibrigen nur Leucin und Valin einige Prozente d-Antipoden 
enthalten. Aus diesen Befunden ist zu entnehmen, da sich 
auch das Kaninchenmyxom dem allgemeinen Bild einfiigt, ohne 
da man jetzt schon Besonderheiten erkennt, die gerade fiir eine 
Virusgeschwulst charakteristisch wiiren. 

Weiterhin méchten wir noch iiber einige interessante Fille 
berichten, bei denen wir uns jedoch auf die Isolierung der Glut- 
aminsiure beschrankten. Zunachst haben wir eine menschliche 
Milz mit sekundarer Carcinose erhalten. 

Klinischer Befund’). ,,59 Jahre alte, fette Frau. Primiires 
Pankreasearcinom. Metastasen in den parapankreatischen, gastrischen, 
portalen, mesenterialen und mesokolischen Lymphknoten. Sekundire Milz- 


carcinose. Gro8knotige Lebercarcinose. Ascites. Doppelseitiges Pleura- 
transsudat. Rechtsseitige Bronchopneumonie“. 


*) Der klinische Befund seitens des Pathologischen Instituts der Stidt. 
Krankenanstalten Wuppertal-Barmen ist uns — wie das Material — durch 
die freundliche Vermittlung der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elber- 
feld, zur Verfiigung gestellt worden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 261 11 


| 
eat. 
oder 
: 
3 
R 
orm 
4 
q 
: 
: 
] 4 
| 
q 
4 
Cre 
v 
E 
re 
re, 
| 
en 
ne 
nn 
d 
q 
Z 
3 
h 


158 Fritz Kégl] und Hanni Erxleben, 


Die Analyse lieferte eine partiell racemische Glutaminsiiure 
([@]p =+ 22,1°); diese Drehung entspricht einem d-Gehalt yon 
15,1°/,. Zum Vergleich wurde eine normale Kalbsmilz analy. 
siert, aus der erwartungsgemi8 optisch .reine 1-Glutaminsijure 
= + 31,2°) erhalten wurde. Die Untersuchung der normalen 
Milz war auch insofern von Interesse, als es sich hier um 
ein Organ mit sehr stark entwickelten Zellkernen handelt und 
méglicherweise das EiweiB der Zellkerne in stereochemischer 
Hinsicht Besonderheiten zeigen konnte. 


Das nachste Beispiel betraf ein in die Lunge eingebrochenes 
Speiseréhrencarcinom; die Kompliziertheit des Falles geht aus 
folgendem Bericht hervor: 


Klinischer Befund’). ,,53 Jahre alter Mann in schwer kachektischem 
Zustand. Stenosierendes, medullires, exulceriertes und nekrotisierendes 
Carcinom der Speiseréhre iiber der Bifurkation. Einbruch des Carcinoms 
in beide Lungenunterlappen. Gangriin in beiden Lungenunterlappen. Doppel- 
seitige, fibrinéseitrige Pleuritis. Metastatische Carcinose in einigen trache- 
alen, Bifurkations- und gastrischen Lymphknoten.“ 


Aus einem carcinomatésen Teil dieser Lunge haben wir 
Glutaminsiure ((¢], =+ 25,3°) mit einem Gehalt von 10,1"), 
an d-Form isoliert. Aus dem nicht carcinomatisen, aber ent- 
ziindeten Teil der gleichen Lunge erhielten wir eine Glutamin- 
siure ((@], =+ 30,5°), entsprechend 1,9°/, d-Form, die wir im 
Sinne unserer Festlegung noch gerade als optisch normal zu 
bezeichnen haben. 


Bemerkungen iiber den gegenwartigen Stand des Problems 


Zur Isolierung einiger Aminoséuren‘). Aus den Be- 
funden der voranstehenden Mitteilung®) geht hervor, daB bei der 
Isolierung der partiell racemischen Glutaminsiure zwangs- 
laufig nur ein Teil der d-Komponente erfaBt werden kontte. 
Solange der d-Gehalt im Ausgangsmaterial weniger als 50°), 


*) In der 1. Mitteilung haben wir den Analysengang in groBen Ziigen 
angegeben und hervorgehoben, daf die Arbeitsweise von Fall zu Fall 
variiert werden mu. Wir sehen von einer ausfiihrlichen Wiedergabe der 
Versuchsprotokolle ab, da dies sehr viel Raum beanspruchen wiirde und 
es sich — abgesehen von besonderen Kautelen fiir die Reinheit der is0- 
lierten Aminosiuren — um die Anwendung bekannter Methoden handelt. 


5) Herr A.M. Akkerman ist damit beschiftigt, auch bei den anderen 
Aminosiuren die fiir die Beurteilung der Krystallisationsverhiiltnisse 
wichtigen terniéren Systeme zu studieren. 
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betrigt, stellen die Zahlenangaben bei der angewandten Isolierungs- 
methode Minimumwerte dar und geben nur naherungsweise ein 
Bild von den Verhiltnissen in den betreffenden KiweiBfraktionen. 
Eine unserer kiinftigen Aufgaben besteht darin, durch weiter- 
gehende Fraktionierung des ‘TumoreiweiB zu gut definierten 
Proteinen zu gelangen. Bei diesen wird dann die Méglichkeit 
gegeben sein, daB manchmal die d(—)-Glutaminsiure iiberwiegt; 
iiberdies erwarten wir, daB die bei Leucin, Valin usw. gefundenen 
geringen Mengen an d-Formen sich in bestimmten Proteinen 
,anreichern“. 


Asparaginsiure haben wir bisher ausnahmslos in der 
ynatiirlichen* Form aufgefunden. Dies ist um so auffialliger, als 
nach den Befunden von A. E. Braunstein’) und M. Kritzmann 
neuerdings auch dieser Aminodicarbonsiiure grofe Bedeutung bei 
der Umaminierung zuzumessen ist. Wir miissen jedoch darauf 
hinweisen, daB bei der Isolierung der Asparaginsiure immer eine 
Reinigung iiber die Calciumsalze vorgenommen wurde. Nach den 
bei der Glutaminsiure gemachten Erfahrungen ist es sehr wohl 
miglich, daB sich bei der Asparaginsiure die d-Form in dhnlicher 
Weise der Isolierung entziehen kénnte. 


Bei Leucin diirften die Verhiltnisse fiir den Nachweis ge- 
ringer Mengen des d-Antipoden etwas giinstiger liegen, da hier 
die Léslichkeit des d,l-Leucins geringer ist als die der optisch 
reinen Komponenten. 


Arginin, das wir beim untersuchten Osteosarkom zum 
erstenmal ebenfalls zu einigen Prozenten racemisch fanden, wird 
bei der Aufarbeitung schlieBlich als Flavianat abgeschieden. Aus 
der Literatur’) ist zu entnehmen, da hierbei die d,l-Form in 
Wasser und in n/50-Flaviansiure nicht unbetrichtlich léslicher 
ist als 1(+-)-Arginin-flavianat. Der beobachtete Racemisierungs- 
grad stellt also auch hier einen Minimumwert dar. 


Die sterische Einheitlichkeit der normalen Proteine. 
Ks ist bisher allgemein angenommen worden, daf die normalen 
Proteine ausschlieBlich aus l-Aminosiiuren aufgebaut sind, und 
zwar wurde diese Auffassung auf Grund vieler Beispiele allmahlich 
auf die Gesamtheit der EiweiBkérper iibertragen. Durch die 


*) Nature 1939, 603 und 609. 
’) Vgl. A. Winterstein in G. Kleins Handbuch d. Pflanzenanalyse, 
Verlag J. Springer, Wien 1933, und zwar S. 57. 
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neuen Erkenntnisse iiber den Bau der Tumorproteine’) wird e; 
mehr als bisher notwendig, die universelle Giiltigkeit dieses Natur. 
prinzips nach Méglichkeit zu sichern. Es ist natiirlich nicht 
ausgeschlossen, daB man hier oder dort auch in einem normalen 
Protein auf eine d-Aminosiiure stoBen wird. Wir haben von 
Anfang an darauf hingewiesen, daB d-Aminosiuren und ihre 
Derivate nicht von vornherein als ,,pathologisch“ aufgefaBt werden 
diirfen, Die d-Aminosaiuren kénnten, mit anderen Worten, in 
bestimmten Fallen auf sinnvolle, in der Tumorzelle aber auf 
sinnlose Weise in den Hiweibyverband eingebaut sein. 


Wie wir in der 1. Mitteilung erwihnten, sind bei zwei 
niedrigen pflanzlichen Organismen d-Aminosiuren in peptidartiger 
Bindung angetroffen worden; in der Literatur finden sich auBer- 
dem noch vereinzelte Angaben, daB eine Aminosiure aus tierischen 
Material neben der gewoéhnlichen 1-Form auch zum Teil als 
Racemat erhalten wurde. So haben F. Kutscher®) bei der 
enzymatischen Verdauung von Fibrin mit Pankreasgewebe und 
H. A. Heinsen!) bei der Autolyse von Rindernieren neben natiir- 
lichem Arginin auch die Racemform isoliert. Abgesehen davon, 
daB bei diesen Versuchen nicht festgestellt wurde, ob sich das 
Arginin urspriinglich wirklich im EiweiBverband befunden hat, 
besteht die Méglichkeit einer Racemisierung durch sekundiire 
enzymatische Prozesse. Bei der Verwendung eines Gewebebreies 
kénnen durch die Vermischung der Zellbestandteile und durch 
den Verdiinnungseffekt mehr oder weniger unphysiologische Ver- 
haltnisse auftreten; es sei hier nur an die Bedeutung intakter 
Gewebestrukturen fiir die stereochemische Spezifitit der Amino- 
siureoxydase erinnert. Jedenfalls ist es sehr bemerkenswert, 
da8 bei der Séiurehydrolyse des Fibrins — wie aus den anderen 
normalen Proteinen — bisher ausschlieBlich 1(+)-Arginin er- 
halten wurde. Die Eiweifspaltung durch Séure verdient beim 
heutigen Stand des Problems fiir unsere Analysen ohne Zweilel 


8) Einer Notiz in Lancet [236, 1126 (1939)] entnehmen wir, da8 der 
verstorbene Embryologe der Universitit Edinburgh, J. Beard, im Jahre 
1907 die Anschauung aussprach: ,,that the albumins of cancer and of 
malignant tumors in general must be dextro bodies“. Irgendwelche experi- 
mentellen oder theoretischen Folgerungen sind hieraus jedoch von keine! 
Seite gezogen worden. 


*) Diese Z. 28, 88 (1899); 32, 476 (1901). 
1 Diese Z. 239, 162 (1936). 
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den Vorzug'}). Es ist nicht iiberfliissig darauf hinzuweisen, daB 
ein der Carboxylgruppe benachbartes Asymmetriezentrum an und 
fir sich bei vielen Reaktionen von einer volligen oder teilweisen 
Racemisierung betroffen werden kann. Bei der Aufarbeitung der 
Hydrolysate miissen daher alle irgendwie bedenklichen Methoden 
— wie z. B, Acylierung u. a.m. — sorgfiltig vermieden werden. 
Gliicklicherweise kénnen wir uns hierbei auf die vielen Erfahrungen 
stiitzen, die in den letzten Jahrzehnten in der Kiweifforschung 
gemacht worden sind. Wenn es heute mdglich ist, aus einem 
normalen Protein eine groBe Zahl von Aminosiuren ohne sekun- 
dire Veriinderungen optisch rein zu isolieren, so ist das nicht 
zuletzt der schonenden Methode von H. D. Dakin?) zu danken. 


Fermentprobleme. In Diskussionsbemerkungen wurde darauf 
hingewiesen, daB bei der Hydrolyse von Tumorgeweben durch 
normale Verdauungsfermente im Sinne unserer Geschwulsttheoric 
unspaltbare d- oder d,l-Proteine zuriickbleiben miiBten, was bisher 
nicht beobachtet sei. Hierauf laBt sich vorlaiufig erwidern, daB 
bei solchen Versuchen auch die den Tumorgeweben eigenen 
Kathepsine ihre autolytische Wirkung entfalten kénnen. Sicherlich 
wird es sehr wichtig werden, die Tumorproteine selbst enzymatisch 
abzubauen und umgekehrt den Nachweis der auf die d-Formen 
eingestellten Tumorfermente zu erbringen; man darf bei solchen 
Versuchen allerdings nicht auBer acht lassen, daB die Abweichung 
nur einen Bruchteil der Gesamtproteine und der Gesamtfermente 
betreffen wird. Die Herren Dr.E.Havinga, Dr.H.Herken und 
A.J. Klein haben in unserem Laboratorium das Studium der ein- 
schligigen Fermentprobleme in Angriff genommen. 


Malignitat und Racemisierungsgrad. Wir haben bereits 
in unserer 1. Mitteilung darauf hingewiesen, daf der Racemisie- 
rungsgrad der Glutaminsaiure ein fiir die EKinheitlichkeit 
von Tumorgewebe und vielleicht auch sogar fiir die Malignitat 
sein kénnte. Wie nunmehr gefunden wurde, ist der Unterschied 
zwischen dem Racemisierungsgrad bei Myomen und bei bésartigen 


1!) Wie uns Herr Dr. H. D. Dakin freundlicherweise mitteilte, ist aus 
Gelatine d,l-Asparaginsiure isoliert worden. 8. B. Schryver und Mit- 
arbeiter [Biochemic. J. 21, 1284 (1927); Proc. roy. Soc., Lond. B, 101, 519 
(1927)! haben aus Gelatine (nach Vorbehandlung mit Siure) auch d,1l-Lysin 
neben der 1-Verbindung erhalten. Diese Befunde kénnen wegen der be- 
sonderen Verhiltnisse bei der technischen Gewinnung der Gelatine fiir 
unsere Problemstellung auBer Betracht bleiben. 

**) J. of Biol. Chem. 44, 499 (1920). 
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Geschwiilsten so groB, daB seine Realitit nicht durch die analy. 
tischen Unsicherheiten beeintrichtigt wird. Selbstverstindlich jst 
aber aus vielen Griinden ein sehr umfangreiches Versuchsmateria] 
nétig, bis der vorlaufig nur zu vermutende Zusammenhang zwischen 
Racemisierungsgrad und Malignitit als gesichert gelten darf 
Bekanntlich gibt es Geschwiilste — wie z. B. gewisse mensch. 
liche Myome und das Shopesche Papillom beim Hauskaninchen — 
die nach gutartigem Beginn im Laufe der Entwicklung einen aus. 
gesprochen bésartigen Charakter annehmen; wir hoffen, durch das 
Studium derartiger Tumoren einen tieferen Einblick in das Problem 
der Malignitaét zu erhalten. 

Nekrosen. Auch eine andere Frage kann nur allmihlich 
durch die vergleichende Analyse vieler Tumoren beantwortet 
werden. Man kann namlich den Einwand erheben, daB die 
partiell racemischen Aminosiuren ausschlieBlich aus den Pro- 
teinen der Nekrosen stammen, die ja auch bei dem besten Tumor. 
material zumindest in mikroskopischen Dimensionen vorhanden 
sind. Im Sinne dieses Einwandes miiBte aber in den Nekrosen 
eine direkte Racemisierung oder eine Neusynthese von Pro- 
teinen stattfinden, was wir aus biologischen und chemischen 
Griinden fiir sehr unwahrscheinlich halten. Dagegen hat man 
in totem Gewebe mit Abbauvorgiingen zu rechnen; wiirden diese 
mit einer Racemisierung einhergehen, so wire es auffillig, warum 
nicht alle EiweiBbausteine — oder wenigstens stets die gleichen — 
davon betroffen werden. 

Die Beziehungen zum Virusproblem. Bekanntlich ist 
die Virusforschung zu dem Ergebnis gekommen, da8 ein Virus 
in bisher unbekannter Weise die EiweiBsynthese beeinfluBt. Im 
Rahmen unserer Geschwulsttheorie ergab sich ganz von selbst 
die Méglichkeit, zum erstenmal eine chemische Vorstellung iiber 
die autokatalytische Fortpflanzung ,,pathologischer EiweiBkérper* 
zu entwickeln. Hiernach iibertrigt die Tumorzelle das Vermégen, 
d-Aminosiéuren in den HiweiBverband einzubauen, auf die Tochter- 
zelle, was einer autokatalytischen Fortpflanzung der betreffenden 
Fermentproteine gleichkommt. Es wire auBerordentlich wichtig 
und interessant, die rein erhaltenen Viruspraparate auf den stereo- 
chemischen Charakter ihrer KiweiBbausteine in gleicher Weise 
zu untersuchen, wie wir das bei den EiweiBfraktionen von Tumor- 
geweben ausfiihren. 

Wie in der 1. Mitteilung erwihnt wurde, kénnte man an- 
nehmen, daB das Agenz der zellfrei zu iibertragenden Geschwiilste 
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mit den Fermentsystemen identisch sei, die fiir den abweichenden 
Bau der Tumorproteine verantwortlich sind; diese kénnten in den 
Virustumoren leichter abtrennbar sein als in der groBen Mehrzahl 
der iibrigen Falle. Wir haben uns kiirzlich gegen diese Annahme 
ausgesprochen, weil das Virus des Shope schen Kaninchenpapilloms 
bei der Ubertragung von der ,,cottontail“-Rasse auf Hauskaninchen 
trotz ippiger Entfaltung des Tumors nach einiger Zeit ver- 
schwindet und die Papillome beim wilden Kaninchen selten, beim 
Hauskaninchen aber fast immer bésartig werden. Nachdem wir 
inzwischen gesehen haben, daB bei dem ebenfalls durch ein Virus 
bedingten Kaninchenmyxom von Sanarelli partiell racemische 
Proteine auftreten, scheinen uns obige Argumente weniger stich- 
haltig. Wie bereits im Abschnitt ,,Malignitaét und Racemisierungs- 
grad“ gesagt wurde, wird fiir alle diese Fragen gerade das 
Studium des Shopeschen Papilloms in der Zukunft eine wichtige 
Rolle spielen. 
Unsere Untersuchungen sind von verschiedenen Seiten unter- 
stiitzt und geférdert worden.. Die Rockefeller-Foundation hat 
uns in groBziigiger Weise einen Forschungskredit eingeriumt. 
Den Herren Professoren K.de Snoo und H.J. Laméris, Rijks- 
Universiteit Utrecht, danken wir fiir die Uberlassung von Tumor- 
material. Wie bisher sind wir auch ganz besonders von Seiten 
des Werks W.-Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G. unterstiitzt 
worden. 
Versuchsteil 

Analyse eines Uterusmyoms. — Klinischer Befund (Gynikolo- 
gische Klinik Rijks-Universiteit Utrecht): ,,Fall F.-W., 50jaihrige Frau. 6. 1.1939 
aufgenommen, Diagnose Uterus myomatosus. Laparotomie 10.1. 1939. Uterus 
mit kleinem Myom im Fundus. Rechts eine Hydrosalpinx, links eine Pyosal- 
pinx. Totalexstirpation. Myom aus dem Uterus herausgelést, einen Teil fiir die 
histologische Priifung verwendet. — Die Patientin ist nie bestrahlt worden. 
Histologischer Befund: Muskelgewebe mit ziemlich viel Bindegewebe.“ 

Das Myom wurde, da es zum Zermahlen zu zihe war, még- 
lichst fein zerschnitten, wiederholt mit Aceton umgeschiittelt und 
dekantiert, danach noch einige Male in derselben Weise mit Ather 
gewaschen, 85 g dieses Materials wurden 7 Stunden mit 250 g 
konzentrierter HCl hydrolysiert und nach der in unserer 1. Mit- 
teilung 1%) beschriebenen Methode aufgearbeitet. Die Glutamin- 
siure wurde als Hydrochlorid ausgefallt, und zwar in der Weise, 
Wie wir sie in unserer 2, Mitteilung'*) ausfiihrlich angegeben 


14) 9, a. O. 
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haben. Rohes Krystallisat (438 mg) aus 20°/, HCl umkrystalli. 
siert, Ausbeute 395 mg Glutaminsiurehydrochlorid. 


100 _ in HCI"). 


Nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert, lieferten 365 mg nunmebr 

348 mg Krystalle. 
[ap = = + 80,6° in 9% HCl. 

3,446 mg Subst.: 4,09 mg CO,, 1,66 mg H,O. — 4,380 mg Subst.: 
0,288 cem N, (22°, 770 mm)". 

C;H,O,N-HCI (183,58) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 

Gef. ,, 82,87 9,39 » 

Das rohe Leucin wurde im Aufarbeitungsgang schlieBlich 
als Kupfersalz erhalten, aus dem es durch Zersetzen mit H,S0,, 
Entfernung des Cu” durch H,S und Fillung eines eventuellen 
Uberschusses von Schwefelsiure als Bariumsulfat freigemacht 
wurde. Rohes Leucin aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert. 


970 mg. ; 
_ + 13,8° in 20%/, HCl. 


Aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert, lieferten 960 mg nunmehr 
912 mg Leucin. 


+ 0,46 - 100 
= 


3,30 

3,789 mg Subst.: 7,66 mg CO,, 3,29mg H,O. — 3,983 mg Subst.: 
0,362 ccm N, (22°, 759 mm). 

C,H,,0,N (131,11) Ber. C 54,97 H9,99 N 10,69 
Gef. ,, 55,12 9 9,72 » 10,50. 

Die Oxyglutaminsiure wurde im Laufe des Aufarbeitungs- 
ganges als Strychninsalz ausgefillt und nach Zerlegung dessellen 
nochmals iiber das Hg-Salz gereinigt. Nach Zerlegung des Queck- 
silbersalzes mit H,S krystallisierte aus dem neutralen Filtrat bei 
vorsichtigem Kinengen im Vakuumexsiccator langsam rohe Oxy- 
glutaminsiure in dicken Prismen aus. 69 mg. 

+ 0,84 +100 
320° = 154° in 20%, HCI. 

62 mg wurden aus 70°/,igem Methanol umkrystallisiert und lieferten 

52 mg Krystalle. 
2,07 


= + 14,0° in 20%, HCl. 


15) Die spezifischen Drehungen sind in der iiblichen Weise auf die 
freie Glutaminsiue berechnet. 

16) Die Analysen wurden von Herrn P. Hubers, Amsterdam, aus- 
gefiihrt. 
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3,968 mg Subst.: 5,33 mg CO,, 1,91mg H,O. — 4,260 mg Subst.: 
0,303 cem Ng (22°, 760 mm). 
C,H,O,N (168,07) Ber. C 36,79 H5,56 N 8,59 
Gef. 36,63 » 8,28. 
Das Oxyprolin endlich wurde als Pikrat ausgefallt, von 
dem ein Teil in der iiblichen Weise") mit Wolle zerlegt wurde. 
645 mg Oxyprolinpikrat, entsprechend 235 mg Oxyprolin. 


— 2,84 - 100° 


= = — 76,7° in Wasser. 
72 mg wurden aus 90°/, Alkohol"’) umkrystallisiert und lieferten 64,4 mg 
Oxyprolin. 
[a]p = 77,0° in Wasser. 
3,71 
4,397 mg Subst.: 7,36 mg CO,, 2,43 mg H,O. — 4,489 mg Subst.: 


0.417 ccm Ny (22°, 760 mm). 
C,H,O,N (131,08) Ber. C 45,77 H6,59 N 10,68 
Gef. ,, 45,65 ,,6,18  ,, 10,75. 


Analyse eines weiteren Uterus-Myoms. Klinischer Befund (Gyni- 
kologische Klinik, Rijks-Universiteit Utrecht): ,,Fall A.d.W. 28jihrige Frau. 
Tumor im Bauch bis-zum Nabel. ‘Diagnose Uterus myomatosus. 25. I. 1939 
Laparotomie. Enucleation eines groBen, weichen, etwas grauen Myoms. Die 
graue Farbe weist auf beginnende Nekrose. Patientin ist nie bestrahlt worden.“ 

195 g des Myoms wurden gemahlen und mit 1 Liter 0,8°/, iger 
NaCl-Lésung unter Zusatz von etwas Toluol 24 Stunden bei 0° 
extrahiert. Die aus dem NaCl-Extrakt durch Fallung mit Alkohol 
erhaltene EiweiBfraktion betrug nach dem Trocknen 6,7 g, der 
ausgewaschene und getrocknete Geweberiickstand wog 31,5 g. 
Beide Fraktionen wurden vereinigt und mit 115 g konzentrierter 
HCl 7 Stunden lang hydrolysiert. Die bei der Analyse erhaltene 
Ausbeute an Aminosdiuren war in diesem Falle besonders gering, 
sie betrug 3,566 g, d. h. 9,35°/, des Ausgangsmaterials vor der 
Hydrolyse. 

Aus dem entsprechenden Kupfersalz wurde ein rohes Leucin 
erhalten, dessen Gewicht nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
90°/,igem Alkohol 502 mg betrug. 


3,37 
492 mg, aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert, ergaben 458 mg Leucin. 
3,27 


™) H. Miller, Diese Z. 209, 207 (1932). 
8) Im Gegensatz zu den ersten Aufarbeitungen krystallisieren wir Oxy- 
prolin nunmehr stets aus 90°/,igem Alkohol um. 
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3,752 mg Subst.: 7,56 mg CO,, 3,32-mg H,O. — 4,133 mg Subst.: 
0,388 ccm N, (22°, 759 mm). 

C,H,;0,N (131,11) Ber. C 54,97 H9,99 N 10,69 
Gef. ,, 54,95 » 9,85 » 10,84. 

Die rohe Oxyglutaminsiure wurde in diesem Falle aus 
dem Silbersalz gewonnen. Dieses wurde mit H,S zersetzt, das 
Filtrat von anorganischen lIonen befreit und vorsichtig ein- 
geengt. Rohkrystallisat 450 mg. 

+ 0,32 + 100 


[e}p = 2,20 = + 14,6° in 20°, HCl. 
443 mg wurden aus 70°/,igem Methanol umkrystallisiert. 402 mg. 
100 + 14,8° in 20°/, HCl. 


3,977 mg Subst.: 5,39 mg CO,, 2,02 mg H,O. — 4,211 mg Subst.: 
0,311 cem N, (22°, 760 mm), 


C,H,0,N (163,07) Ber. C 36,79 H5,56 N 8,59 
Gef. ,, 36,96 ,, 5,68 ,, 8,55. 


Glutaminséure aus einem menschlichen 85 g Material 
lieferten nach der iiblichen Behandlungsweise ein aus der Alkohol- 
fillung und dem ausgewaschenen und getrockneten Geweberiick- 
stand bestehendes Ausgangsmaterial von 17,60 g, das mit 54¢ 
konzentrierter HCl hydrolysiert wurde. Aus dem Hydrolysat 
wurde nach Entfernung der Salzsiure und Reinigung der Liésung 
mit Cuprooxyd ein rohes Glutaminsiure-hydrochlorid (640 mg) ge- 
wonnen. Aus 20°/, HCl umkrystallisiert, 595 mg. 


5,14 


575 mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert und lieferten 
538 mg Glutaminsiure-hydrochlorid. 


= 100 _ + 29,89 in 99), HCI. 
5,07 


4,552 mg Subst.: 5,44 mg CO,, 2,17 mg H,O. — 4,611 mg Subst.: 
0,305 cem N, (23°, 766 mm). 
C,H,0,N - HCI (183,58) Ber. C 32,70 H5,50 7,64 
Gef. ,, 32,59 5,38 1,69. 
Glutaminsdéure aus einem menschlichen Myom’®), 86,7 g eines 
menschlichen Myoms ergaben ein Ausgangsmaterial von 17,8 g 
(Alkoholfallung und Geweberiickstand), das mit 54 g konzen- 
trierter HCl hydrolysiert wurde. Nach der itiblichen Reinigung 


19) Das Material wurde im Laboratorium der I.G. Farbenfabriken A.-G., 
Werk Elberfeld, nach unseren Angaben extrahiert und hydrolysiert. 
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mit Cuprooxyd wurde eine Rohfallung von Glutaminsiure-hydro- 
chlorid (583 mg) erhalten. Sie wurde aus 20°/, HCl unter Zu- 
gabe von etwas Tierkohle umkrystallisiert, 540 mg. 


4,86 


522 mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert und lieferten 
494,2 mg Glutaminsiure-hydrochlorid. 


5,00 


4,119 mg Subst.: 4,95 mg CO,, 1,96 mg H,O. — 4,859 mg Subst.: 
0,311 eem Ny (23°, 766 mm). 
C,H,O,N-HCl (183,58) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,78 ,, 5,82 ,, 7,44. 


Analyse eines Osteosarkoms. Klinischer Befund (Chirurgische 
Klinik, Rijks Universiteit, Utrecht). ,,Fall M. H.; 11jéhriges Madchen. Sarkom 
des Oberschenkels, vom Knochen ausgehend und mit Muskelgewebe ver- 


wachsen.“ 
Das Sarkom war 4uBerst hart und zahe; es wurde soweit 


wie moglich zerkleinert und (105g) mit 300g konzentrierter HCl 
7 Stunden lang verseift. Die bei der Analyse erhaltene Ausbeute 
an Aminosduren betrug 3,614 g. 

Das Arginin wurde im Laufe des Aufarbeitungsganges als 
Flavianat ausgefillt. 2,350 g Flavianat, entsprechend 830 mg 
Arginin. Aus einem Teil des Flavianates wurde das Arginin- 
hydrochlorid durch Zerlegung mit Wolle erhalten. 


= + 22,2° in 20°, HCI"). 


Aus dem iibrigen Arginin-hydrochlorid wurde nochmals das Flavianat 
dargestellt und dieses wiederum zerlegt. 


= 100 22,7° in 20%, HCL. 


Das Arginin-hydrochlorid wurde in verdiinnter HCl in der 
Warme gelést, bis zur beginnenden Triibung mit Alkohol versetzt 
und nach Beginn der Krystallisation langsam mit dem 10fachen 
Volumen Alkohol versetzt. Nach eintiigigem Stehenlassen im Lis- 
schrank wurde das Argininhydrochlorid abfiltriert. 


3,20 
3,890 mg Subst.: 4,88 mg CO,, 2,50 mg H,O. — 3,534 mg Subst.: 
0,816 cem N, (22°, 759 mm). 
C,H,,0.N,- HCl (210,63) Ber. C 34,22 H7,20 N 26,61 
Gef. ,, 34,24 ,, 7,20 ,, 26,68. 


*) Die spezifische Drehung wurde auf das freie Arginin berechnet. 
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Die Glutaminsaure wurde in der iblichen Weise als 
Hydrochlorid erhalten. Rohkrystallisat aus 20°/,iger HCl unter 
Zugabe von Tierkohle umkrystallisiert. 256 mg. 

+ 0,31 - 100 
4,70 


238 mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert, Ausbeute 
220,8 mg. 


[a}p = = + 6,0° in 9°/, HCl. 


+ 0,32 - 100 ‘ 
[o]p = 4,60 = + 7,0° in 9°/, HCl. 
4,012 mg Subst.: 4,78 mg CO,, 1,87 mg H,O. — 4,699 mg Subst: 


0,305 cem N, (23°, 766 mm). 


C;H,0,N-HCI (183,58) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,50 ,, 5,22 ,, 7,54. 


Das Leucin wurde wie stets aus dem Kupfersalz erhalten 
und das Rohkrystallisat aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert. 
115 mg. 

+ 0,46 - 100 
3,33 


[e]p = = + 13,8° in 20°/, HCl. 


105mg wurden nochmals aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert und 
lieferten 95 mg. 


3,30 
3,898 mg Subst.: 7,85 mg CO,, 3,45 mg H,O. — 3,718 mg Subst.: 


0,355 eem N, (24°, 752 mm). 


C,H,,0,N (181,11) Ber. © 54,97 H9,99  N 10,69 
Gef. ,, 54,92 ,, 9,90 ,, 10,86. 


Das Lysin wurde wihrend des Aufarbeitungsganges als 
Pikrat erhalten. 1,095 g Lysinpikrat, entsprechend 432 mg 
Lysin. Ein Teil des Salzes wurde mit Wolle unter Zugabe von 
etwas H,SO, (statt HCl) zersetzt, im Filtrat die H,SO, sorgfiltig 
entfernt und die Lésung eingeengt. 


[«])= + 12,9° in Wasser. 
? 


Das iibriggebliebene Lysin wurde nochmals in alkoholischer Losung 
in das Pikrat umgewandelt und dieses in der oben beschriebenen Weise 
zcrlegt. 
+0,43 + 100 


= + 13,2° in Wasser. 


3,27 
3,884 mg Subst.: 7,01 mg CO,, 3,36 mg H,O. — 38,795 mg Subst: 
0,628 cem N, (28°, 762 mm). 


C,H,,0,N, (146,18) Ber. 49,27 H 9,66 N 19,17 
Gef. ,, 49,22 ,, 9,69 ,, 19,14. 
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Das Oxyprolin wurde aus der betreffenden Fraktion durch 
eine Fallung mit Mercuriacetat von begleitenden Aminosiuren 
befreit, und aus der Liésung wurden die anorganischen Jonen in 
geeigneter Weise entfernt. Beim Kindampfen erhielten wir ein 
Rohkrystallisat von Oxyprolin, das aus 90°/,igem Alkohol um- 
krystallisiert wurde. 695 mg. 


[e]p = — 70,6° in Wasser. 
3,53 


Aus einem Teil dieses Produktes wurde in alkoholischem Milieu das 
Pikrat dargestellt und in der tiblichen Weise mit Wolle zerlegt. 


[e]p = 3,80 = — 71,8° in Wasser. 


4,502 mg Subst.: 7,53 mg CO,, 2,76 mg H,O. — 4,711 mg Subst.: 
0,440 com Ny (23°, 767 mm). 
C;H,O,N (131,08) Ber. C 45,77 H 6,59 N 10,68 
Gef. ,, 45,62 ,, 6,86  ,, 10,80. 
Das Valin endlich wurde zunichst als Kupfersalz, darauf 
als Zinksalz erhalten, dieses in alkalischem Milieu mit H,S 
zerlegt und aus dem Filtrat nach Entfernung der anorganischen 
Jonen rohes Valin gewonnen. Aus Wasser umkrystallisiert. 422 mg. 


100 + 26,6° in 20°), HCl. 


412 mg wurden nochmals aus Wasser umkrystallisiert und lieferten 
392 mg Valin. 
+ 0,890 + 100 


. 8,80 
2,997 mg Subst.: 5,65 mg CO,, 2,53 mg H,O. — 3,103 mg Subst.: 
0,328 eem (23°, 752 mm). 
C,H,,0,N (117,1) Ber. C 51,24 H9,47 11,96 
Gef. ,, 51,42 ,, 9,44 ,, 12,06. 
Analyse eines Kaninchenmyxoms?*), Aus 140 g Myxom wurde 
in der tiblichen Weise die Alkoholfillung dargestellt, die mit 
dem getrockneten Geweberiickstand zusammen (18,70 g) hydro- 
lysiert wurde. Die Ausbeute an Aminosiuren betrug 3,130 g, 
das ist 16,8°/, des Ausgangsmaterials vor der Hydrolyse. 
Die Glutaminsiure wurde als Hydrochlorid ausgefillt, 
92 mg. 


= + 27,0° in 20%, HCl. 


fa}, = 100 
5,00 
76 mg wurden aus 20°/, HCl umkrystallisiert und ergaben 69,5 mg 
Glutaminsidure-hydrochlorid. 
+ 1,00 - 100 
4,72 


= + 20,5° in HCl. 


= = + 21,1° in HCl. 
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4,283 mg Subst.: 5,08 mg CO,, 2,03 mg H,O. — 4,844 mg Subst, 
0,309 cem N, (23°, 766 mm). 
C,;H,0,N - HCl (183,58) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,55 , 5,80 ,, 7,41. 
Das Leucin wurde wie immer als Kupfersalz erhalten und 
daraus gewonnen, Aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert. 73 ig, 
= + 141° in 20°/, HCL. 
61mg wurden nochmals aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Aus. 
beute 52,5 mg. 
= = + 14,2° in 20%), HCL. 
2,827 mg Subst.: 5,71 mg CO,, 2,54 mg H,O. — 2,892 mg Subst.: 
0,271 eem N, (24°, 752 mm). 
C,H,,0,N (181,11) Ber. C 54,97 H 9,99 N 10,69 
Gef. ,, 55,09 ,, 10,05 ,, 10,66. 


Das Valin wurde aus dem Zinksalz regeneriert und aus 
Wasser umkrystallisiert. 110 mg. 


[ap = 200 + in 20°), HCL. 


99,6 mg wurden nochmals aus Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 91 mg. 


3,80 


2,748 mg Subst.: 5,18 mg CO,, 2,29 mg H,O. — 2,567 mg Subst: 
0,273 cem N, (23°, 752 mm). 

C,H,,0,N (117,1) Ber. 51,24 H9,47  N 11,96 
Gef. ,, 51,50 » 9,84 9 12,14. 

Glutaminsaure aus menschlicher Milz mit sekundirer Carcinose 
Klinischer Befund vgl. im theoretischen Teil. 

102 g Organbrei ergaben nach der iblichen Fraktionierung 
13,8 g Alkoholfaillung und Geweberiickstand zusammen. Aus dem 
Hydrolysat wurde die Glutaminsiure nach einer Vorreinigung 
mit Cuprooxyd als Hydrochlorid ausgefillt. Rohkrystallisat 656,5 mg, 
nach dem Umkrystallisieren aus 20°/, HCl. 611 mg. 


[a]p = 


[a]p = = 21,2° in 9°, HCl. 
? 
557 mg wurden aus 20°/, HCl umkrystallisiert. Ausbeute 528,5 mg. 
5,02 


4,299 mg Subst.: 5,14 mg CO,, 2,12 mg H,O. — 38,789 mg Subst.: 
0,249 cem N, (24°, 768 mm). 
C,H,O,N-HCl (183,58) Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
Glutaminsaure aus normaler Kalbsmilz !*). 85 g Organbrei ergaben 
nach der iiblichen Fraktionierung Alkoholfillung und Gewebe- 
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 riickstand, die zusammen 17,8 g wogen und mit 54 g konzen- 
 trierter HCl hydrolysiert wurden. Das wie oben isolierte Glut- 
- aminsiure-hydrochlorid betrug als Rohfillung 912,8 mg und nach 
einmaligem Umkrystallisieren 876 mg. 


100 _ 4.31,6° in 9°/, HCI. 
856 mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert. Ausbeute 
mg. 
100 _ + 31,2° in 9°/, HCl. 
? 


4,210 mg Subst.: 5,04 mg CO,, 2,05 mg H,O. — 4,749 mg Subst.: 
0,310 eem Ng (25°, 763 mm). 

C;H,O,N-HCl (183,58) Ber. C 32,70 H5,50 N 1,64 

Gef. ,, 32,65 , 5,45 ,, 7,51. 

Glutaminséure aus einer menschlichen Lunge!*) mit sekundérem 
Carcinom. Klinischer Befund vgl. im theoretischen Teil. 

a) Gewebe aus dem entziindeten, aber sonst normalen Teil der 
Lunge. 79 g Organbrei wurden fraktioniert, Alkoholfallung und Ge- 
weberiickstand wogen nach dem Trocknen zusammen 9,0 g. Aus 
dem Hydrolysat wurden 502 mg rohes Glutaminsiure-hydrochlorid 


_ erhalten. Nach dem Umkrystallisieren betrug das Krystallisat 475 mg. 


4,74 


447mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert. Ausbeute 422mg. 
= + in 9°, HCI. 
4,357 mg Subst.: 5,22 mg CO,, 2,14 mg H,O. — 3,943 mg Subst.: 


= 


0,260 cem Ny (24°, 768 mm). 


C,H,O,N-HCI (188,58) Ber. C 32,70 H5,50 N 1,64 
Gef. ,, 82,67 ,, 5,50 ,, 7,66. 


b) Gewebe aus dem carcinomatiésen Teil der gleichen Lunge. 


| 68 g Organbrei wurden fraktioniert. Alkoholfallung und Gewebe- 
_ riickstand wogen nach dem Trocknen 6,5 g. Aus dem Hydrolysat 
| wurden 431 mg rohes Glutaminsiure-hydrochlorid erhalten. Nach 
_ dem Umkrystallisieren betrug das Krystallisat 397 mg. 


4,26 


380 mg nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert. Ausbeute 358 mg. 


100 +. 25,8° in 9°/, HCl. 
? 


4,130 mg Subst.: 4,96 mg CO,, 2,01 mg H,O. — 4,829 mg Subst.: 

0,317 cem N, (25°, 763 mm). 
C;H,O,N-HCl (183,58) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,75 ,, 5,45 , 7,55. 
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Uber die Reindarstellung von ,,altem“ gelbem Ferment 
aus Hefe und eine neue Methode zur reversiblen Spaltung 


Von 


Friedrich Weygand und Leonhard Birkofer 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1939) 


A. Verbesserungen in der Reindarstellung von ,,altem‘ gelbem Ferment 


Das friiher') beschriebene Verfahren zur Reindarstellung you 
gelbem Ferment aus Unterhefe durch Adsorptionsverfahren wurde fF W 
; von uns verbessert. Unterdessen sind neue gelbe Fermente ent F 0 
deckt?) worden, bei deren Darstellung z.T. das Adsorptionsver- 
3 fahren zur Anwendung kam. So reinigte E. Haas’) ein ,,neues‘ 
gelbes Ferment aus untergiriger Hefe (Rasse R der Brauerei 
SchultheiB-Patzenhofer) durch Adsorption an Faserton und Elution FF ¢! 
mit Boratpuffer und H.S. Cowan und D. E. Green stellten ein ™ 
gelbes Ferment aus Milch nach dem Adsorptionsverfahren!) dar. °° 
Auch E. P. Abraham’) reinigte im Institut von H. vy. Euler ,,altes* 


gelbes Ferment nach unserem Verfahren. pli 
Vereinfachungen gegeniiber der frither beschriebenen Arbeit 
weise haben wir erzielt durch Weglassen der Zwischendialysen, 7” 
der Konzentrierung im Vakuum und vor allem durch Anwendung & 
von 25°/,iger Ammonsulfatlésung vom p, = 82 (=253— “” 
Ammonsulfat + 75 com Wasser + 2n-Ammoniak) zur Elution 
Ammonsulfatlésung allein als Elutionsmittel hatte sich bereits 
bei der Reinigung des griinen Chromoproteids (Ovoverdin) aus dei *" 
| 1) F. Weygand u. H. Stocker, Diese Z. 247, 167 (1987). : S. 


O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 368 (193%: 
E. Haas, Biochem. Z. 298, 378 (1938); E. Negelein u. H. Brémel, Bic F py, 
chem. Z. 300, 225 (1939); E. C. Ball, Science 88, 131 (1939); F. B. Straub, 
Nature (Brit.) 141, 603 (1938); 143, 76 (1989); Biochemic. J. 33, 787 (1939) 
H.S. Cowan u. D.E. Green, Biochemie. J. 82, 2231 (1988); F. G. Fischer, 
A. Roedig u. K. Rauch, Naturw. 27, 197 (1989). 

8) E. Haas, Biochem. Z. 298, 378 (1988). 

4) E. P. Abraham, Biochemie, J. 33, 543 (1939). 
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Kiern des Hummers Astacus gammarus durch R. Kuhn und 
N, A. S6rensen®) bewihrt. Die Vorteile der Anwendung von 
Ammonsulfat als Elutionsmittel bestehen darin, daB 1. die Elu- 
tionen schneller verlaufen und die Anzahl der Elutionen 
geringer ist als bei der Elution mit sekundirem Ammon- 
| phosphat + Ammoniak, und da 2. aus den Elutionen nach EKin- 
 stellung auf p,, 6 das gelbe Ferment durch Zugabe von weiterem 
Ammonsulfat bis zu einer Sattigung von 70°/, ausgefillt werden 
kann. 3. Die Ausbeuten an reinem gelbem Ferment sind 
| héher. Auch ist in den so dargestellten Priparaten von ,,altem“ 
gelbem Ferment keine Fumarathydrase®) mehr enthalten. 
In der ersten Mitteilung’) war iiber den Grad, bis zu dem 
_ die Fermentpriparate aus Hefe vorgereinigt werden miissen, da- 
rment f mit sie der Adsorption und Elution an Aluminiumhydroxyd unter- 
vou  worfen werden kénnen, nichts niheres mitgeteilt worden. Jedoch 
wurde & War in einer Zusammenfassung iiber gelbes Ferment”) die von 
> ent 0. Warburg und W. Christian®) beschriebene Vorreinigung als 
nsver. ZWeckm&Big angegeben worden. Danach verfihrt man folgender- 
Ps 


ent 
Ing 


reues‘ maBben: 1. Lebedew-Saft wird mit Bleiessig versetzt und die 
auerei Lallung verworfen. 2. Das iiberschiissige Blei und weitere Be- 
lution | gleitstoffe werden mit Phosphat ausgefillt. 3. Die Lésung wird 
mn ein @ mit CO, bei O° gesittigt und das gelbe Ferment mit Aceton aus- 
dar, gefillt. AnschlieBend wird das Adsorptionsverfahren angewandt. 
altes* 4 Ks zeigte sich jedoch, daB es bei der von uns stets benutzten 

| Liwenbriitu-Hefe, Stamm RS (Miinchen) nicht notwendig ist, so 
peits | Welt vorzureinigen; es geniigt vielmehr, aus dem Macerationssaft 
mit */; Volumen Aceton einen Teil der Begleitstoffe auszufillen, 


8 4 worauf dann das gelbe Ferment aus der acetonhaltigen Lisung 
Aluminiumhydroxyd C, adsorbiert werden kann. 
tion fe Die Reindarstellung des ,,alten“ gelben Fermentes aus Unter- 
on j hefe nimmt im einzelnen folgenden Verlauf (vgl. Tafel). Das Mole- 
1s dex fe kulargewicht des so dargestellten ,alten* gelben Fermentes 
’) R. Kuhn u. N. A. S6rensen, Ber. chem. Ges. 71, 1879 (1988), bes. 
_— 5.1884; Z. angew. Chem. 51, 465 (1938). Dort wurde bereits die Anwend- 
(1938); _ barkeit von Ammonsulfat als Elutionsmittel fiir die Darstellung von gelbem 
|, Bio | Ferment nach dem Adsorptionsverfahren erwiihnt. 
raub, ‘ ®) Uber Fumarathydrase vgl. F.G. Fischer, Z. angew. Chem. 51, 82 
am | (1938), Vortragsreferat; F. G. Fischer, A. Roedig u. K. Rauch, Naturw. 


. 27, 197 (1939); F.G. Fischer u. H.Eyssenbach, Liebigs Ann. 530, 99 (1937). 
F. Weygand, Chem. Ztg. 61, 545 (1937). 
& ‘) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 254, 438 (1932); 267, 
492 (1988), 

a Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 261 12 
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unterscheidet sich nicht von dem friiher gefundenen®) Wert vo. F_ 
70000. Die Messungen an verschiedenen Priparaten (vgl. experi. . 
mentellen Teil) ergaben 74000, 70500, 68500. Bei verschiedenen —- 
Krystallisationsversuchen wurden durch langsamen Zusatz yoy 
Ammonsulfat zu Lésungen des reinen gelben Fermentes griinlich. 
gelb gefarbte, warzenférmige Gebilde erhalten, die im polarisiertey 
Licht Ausléschung zeigten. 


Tafel 
Gelbes Ferment d 
befindet sich 
Gewaschene und abgepreBte Frischhefe 
Trockenhefe 
| Be 
n 
Macerationssaft im Macerationssaft 
Acetonfillung mit */, Vol. des Macerationssaftes im Filtrat eT 
Adsorption an Al(OH), bei py = 5,2 am Al(OH), 
— & | Elution mit Ammonsulfatlésung bei py = 8,2 im Eluat : \ 
ae 
S'S Ammonsulfatfillung bei py = 6 im Niederschlag — d 
Lésen in Wasser 
By 
2.0 
Dialyse gegen destilliertes Wasser 3 


Die Reinigung des gelben Fermentes 14B6t sich auch chro- 
matographisch ausfiihren. Bei Anwendung von Silicaten, wie 
Frankonit SB, kénnen die iiblichen Adsorptionsrohre!) benutzt 
werden, wahrend mit Aluminiumhydroxyd als Adsorptionsmittel 


®) Vgl. auch R. Kuhn u. P. Desnuelle, Ber. chem. Ges. 70, 1901 
(1937), wo die von dem einen von uns (F. W.) ausgefiihrte Molekulargewichts- 
bestimmung mitgeteilt wurde. a 

10) Vgl. L. Zechmeister u. L. vy. Cholnoky, Die chromatographische Fy. 
Adsorptionsmethode. Wien 19388, 2. Aufl., S. 55—68. a 
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Nutschen verwendet werden miissen, da sonst die Filtrations- 
geschwindigkeit zu klein ist, was aber den Nachteil hat, daB man 
die Adsorption des gelben Fermentes nicht visuell verfolgen kann. 
Auch das Protein (Triiger) des ,,alten“ gelben Fermentes sich 
an Aluminiumhydroxyd C, adsorbieren und mit Ammonphosphat 
wieder eluieren. 


B. Neue Methode der reversiblen Spaltung 


Die erste reversible Spaltung eines gelben Fermentes, und 
| damit die erste reversible Spaltung eines Fermentes iiberhaupt, 
ich | wurde von H. Theorell im Jahre 1935 ausgefiihrt"), indem er 

- Lésungen des Fermentes gegen 0,02 n-HCl bei 0° 72 Stunden 
und dann gegen destilliertes Wasser mehrere Tage dialysierte. 
Diese Methode, deren Ausfiihrung eine Woche in Anspruch nimmt, 
wurde von O. Warburg und W. Christian!’) durch eine andere 
ersetzt, die es gestattet, in wenigen Stunden die Proteinkompo- 
nenten von gelben Fermenten zu gewinnen. Ks wird eine wibrige, 
ammonsulfathaltige Fermentlésung bei 0° mit verdiinnter Salz- 
' siure angesiuert, wobei das Ferment gespalten wird und der 
t Triger ausfallt. 

3 Die neue Methode der Spaltung, die im Jahre 1937 ent- 
1), _ wickelt wurde), arbeitet wesentlich rascher als die Theorellsche, 

| ist jedoch nicht so schnell auszufiihren wie die Warburgsche. 

Sie diirfte eine wertvolle Erginzung der beiden anderen bekannten 

_ Methoden zur reversiblen Spaltung sein und soll noch bei anderen 
| Fermenten angewandt werden. Das Verfahren beruht darauf, 
hlag — dai aus der Lésung des Fermentes in saurer Liésung 

' die prosthetische Gruppe durch geeignete Adsorbentien 
entfernt wird. Prinzipiell handelt es sich um folgende Gléich- 
gewichte: 


nssaft 


A 
Ferment + Adsorbens ~—™ Ferment: Adsorbens 


MN 


a) 
chro Protein + Wirkungsgruppe + Adsorbens (Protein - Adsorbens Wir- 
1, wie \E kungsgruppe) 
enutzt KS 
mittel (Protein - Adsorbens (Wirkungsgruppe - Adsorbens + Protein 
+ Wirkungsgruppe) (Apo-Ferment) 
I, Theorell, Biochem. Z. 278, 268 (1935). 
4 “) 0. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 368 (1938). 
hische '*) Erwihnt in der Arbeit von R. Kuhn u. P. Desnuelle, Diese Z. 


a 251, 14 (1938), insbes. S. 17. 
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| 


Falls durch entsprechende, dem jeweiligen Ferment angepafte 
Wasserstoffionenkonzentrationen eine merkliche Dissoziation ode 
Hydrolyse des Fermentes in Wirkungsgruppe und Trager statthat 
(beim alten gelben Ferment bei p,, 1—3, bei der Carboxylase hej 
P, 8,5; bei den Pyridin-Dehydrasen bei p, 6—8) und man ge. 
eignete Adsorbentien kennt, kann man entweder die Wirkungs. 
gruppe oder den Triger entfernen. Im Falle des gelben Fermentes 
sind nun besonders gut wirksame Adsorbentien sowohl fiir den 
Traiger als auch fiir die Wirkungsgruppe bekannt geworden. Zu 
Adsorption des Gesamtfermentes eignen sich gut Aluminium. 
hydroxyd C,, Kisenhydroxyd’) und Tricalciumphosphat, zur Ad. 
sorption des Tragers, wie unten gezeigt wird, ebenfalls Aluminium. 
hydroxyd C,, zur Adsorption der Wirkungsgruppe Fullererde’, 
Frankonite, Granosil (im Handel befindliche saure Silicate). 

; Beim gelben Ferment gelang es, durch Entfernung der Lacto. 
an flavinphosphorsiure durch Adsorbentien, entsprechend den dick 
~@ ausgezogenen Pfeilen im obigen Schema (B, EK) zu einem kupplungs- 
fahigen Traiger zu gelangen, der mit natiirlicher und mit synthe- 
tischer Lactoflavinphosphorsiure in neutraler Lésung gelbes Ferment F 
zuriickbildet. Als Adsorbentien dienten Frankonit SB und Granosil F- 
in salzsaurer Lisung. Die Zerlegung konnte bequem durch Beob- — 
achtung der Farbstoffabnahme verfolgt werden. Der Triger bzw. 
gelbes Ferment wird auch zu einem geringen Betrag von den 
verwendeten Adsorbentien aufgenommen, wie N-Bestimmungen 
ergaben. Ein direkte Adsorption des Fermentes bzw. des Triigers 
war nach den mitgeteilten Adsorptionsversuchen’) auch zu er- 
warten, in saurer Lésung wird jedoch vorzugsweise die Flavin- & 
phosphorséiure aufgenommen. 

Die Spaltung wurde bei 0° durchgefiithrt und die HCl-Kon- — 4 
zentration zu 0,01—0,02n gewihlt, entsprechend den Erfahrungen § ,, 
Theorells. Mit der gleichen Menge Adsorbens kann eine viel 
weitergehende Spaltung bewirkt werden, wenn das Adsorbens in — 
kleinen Portionen zugesetzt wird und vor dem Zugeben einer 
neuen Portion die vorherige entfernt wird, als wenn es auf einmal & 
zugegeben wird. Daraus wurde gefolgert, dab auch die Filtration — 
der salzsauren Fermentlisung durch ein Chromatogrammrohr, das 
mit den Adsorbentien beschickt ist, zur Gewinnung von Trager F 
geeignet sein kénnte. In der Tat gelingt die Darstellung aktiven ‘ 


©, 


FS” TD 


4) R. Kuhn, P. Gyérgyi u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. chem FF 
Ges. 66, 576 (1938). 
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: | Trigers des gelben Fermentes, wenn man eine salzsaure Lésung 


(in 0,01—0,02 n-HCl) langsam durch ein Mikrochromatogramm- 
ae ' yobr laufen 14Bt, das oben mit Frankonit SB und darunter mit 
ase hei fein gepulvertem Granosil gefiillt ist. 10 ccm Fliissigkeit sollen 
an ge binnen 1—1?/, Stunden durch die Siule laufen. Granosil 
kungs. wird neben Frankonit zur Anwendung gebracht, weil es sich zeigte, 
mentes dab zur Entfernung der letzten Spuren Lactoflavinphosphorsaure, 
hr aes ' wie man sie an der Wirkung des dann noch vorhandenen geringen 
Zur | Restes nicht zerlegten gelben Fermentes im Warburgschen 
iniun. a System oder noch an der Fluorescenz nach Spaltung durch Er- 
“ori | hitzen erkennen kann, Granosil besser geeignet ist als Frankonit SB, 
inium. ee ZU" Adsorption der Hauptmenge Farbstoff ist dagegen Fran- 
rdel, konit SB besser geeignet als Granosil. 
7 Versuehsteil 
Trockenhefe. 50 kg abgepreBte Léwenbriu-Hefe (Miinchen) 
lungs. | wurden auf Filtrierpapier-bedeckten, nebeneinander stehenden 
ynthe. _ Hiirden in 1—2 cm hoher Schicht ausgebreitet. Unter Uber- 
rment Plasen von Luft und tiglichem Wenden erfolgte die Trocknung 
anosil @ bei Zimmertemperatur (20°) binnen 4—5 Tagen. Die Ausbeutung 
Beob- Trockenhefe betrigt 12—13kg = 24—26°/,. 
ba. Macerationssaft (Lebedewsaft). 12 kg fein gemahlene Trocken- 
n den [F hefe wurden in Portionen von 500 g mit je 1750 ccm 37° warmem 
ungen Wasser angeriihrt, 2 Stunden bei dieser T'emperatur unter dfterem 
vigers Umriihren gehalten und scharf zentrifugiert. Ausbeute an Lebe- 
u dewsaft = 25,5--26 Liter. 
lavin- ’ 1. Stufe. — A. Acetonfallung. Der erhaltene Lebedew- 
| satt wurde auf 0° gekiihlt und mit */, Volumen — 5° kaltem 
‘Kon- | Aceton unter Rihren versetzt. Nach 12stiindigem Stehen bei 0° 
inset & wurde die Fallung abzentrifugiert und der Niederschlag verworfen. 
Men iT Anmerkung: Wiederholte Priifungen des auf Ton getrockneten 
= 2 Niederschlags ergaben, daB kein gelbes Ferment mit gefillt worden war. 
B. Adsorption. Zu der acetonhaltigen Fermentlésung (etwa 
ation 39,5—36 Liter) wurden 600 ccm n/2-Phosphatpuffer vom Py = 5,2 
das zugefiigt. Unter Kiskiihlung wurde so lange portionsweise mit 
Aluminiumhydroxyd C y) (etwa 1,5—2°/,igem Al,O;) (7 bis 


riger 
Liter). 
tiven 


*) R. Willstitter u. H. Kraut, Ber. chem. Ges. 56, 1118 (1923); 57, 
1088 (1924). Es empfiehlt sich, das Aluminiumbydroxyd 1—2 Monate vor 
der Verwendung zu lagern. 
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je nack der Adsorptionsfihigkeit versetzt, bis in einer abzentri. 


fugierten Probe nach kurzem Erhitzen mit Essigsiure im Lich; 


der Analysenquarzlampe fast keine Flavinfluorescenz mehr fest. | 


zustellen war. Das Adsorbat wurde abzentrifugiert. 


C. Elution. Zur Elution wurde das Adsorbat mit 8 Liter 
25°/,iger Amonsulfatlésung (25 g + 75 com Wasser) 1 Stunde 
bei 0° geriihrt, nachdem durch Zugabe von 2n-Ammoniak da; 
Py auf 8,2 gebracht worden war. Nach dem Abtrennen des Ab. 
sorbens wurde die Elution mit 4 Liter 25°/,iger Ammonsulfat. 
lésung bei p, = 8,2 und 0° wiederholt. Eine weitere Elution 
war in den meisten Fallen nicht notwendig. 


D. Ammonsulfatfillung. Die vereinigten Elutionen wurden 
bei 0° durch Zugabe von 1n- Kssigsiiure auf p, = 6 gebracht, 
worauf noch so viel festes Ammonsulfat unter Riihren eingetrager 
wurde, daB die Ammonsulfatkonzentration 70°/, des Sittigungs- 
wertes betrug. (Gesattigte Ammonsulfatlésung enthiilt bei 0° 70 ¢ 
pro 100 ccm) Die Ammonsulfatfillung wurde nach 1—2stiir- 
digem Stehen tiber Kieselgur auf groBe Nutschen abgesaugt, wobei 
die Temperatur auf 20° steigen darf. 


EK. Lésen. Die Fermentniederschlige wurden in 1,5 Liter 
m/5-Acetatpuffer (p, = 5,2) unter Rihren gelést, beigemengter 
Kieselgur wurde abgenutscht. 


2. Stufee — Adsorption. Zur Fermentlésung wurden 
200 com m/2-Phosphatpuffer von p, = 5,2 gegeben. Durch 
portionsweises Zufiigen von Aluminiumhydroxyd C,-Suspension 
(etwa 3 Liter) wurde das Ferment bei 0° adsorbiert. 


B. Elution. Zur Elution dienten 5—6 Liter Ammonsulfat- 
lésung vom p,, = 8,2 in Portionen von 3 und 2(3) Liter). 


C. Ammonsulfatfaillung: Mit 1n-Essigsiure wurde aul 
Pp, = 6 gebracht und mit festem Ammonsulfat bis zur 70°/,igen 
Sattigung versetzt. Die Fallung wurde tiber Kieselgur abgenutscht. 

D. Lésen. Zur Lésung wurde mit 1,2 Liter m/5-Acetat- 
puffer (p,, = 5,2) angeriihrt und der Kieselgur abgetrennt. 

3. Stufe. Adsorption: 1,2 Liter Fermentlésung + 150 ccm 
m/2-Phosphatpuffer vom p,, = 5,2 mit 2 Liter AIC, -Suspension. 
Elution mit 3 Liter 25°/,iger Ammonsulfatlésung vom p,, = 8,2: 
Ammonsulfatfallung (70°/, Sittigung). Ferment lésen in 1 Liter 
m/5-Acetatpuffer (p,, = 5,2). Reinheitsgrad 85°/, unter Zugrunde- 
legung eines Molekulargewichtes von 70000. 


= 


Late} 


. 
: 
3 
; 
i 2 
4 
i 
4 
= 
| 
i 
| 
3 
| 
] 
: : 
5 
q 
i 
We 
ae 
: 


Reindarstellung von ,,altem“ gelbem Ferment aus Hefe usw. 179 


4. Stufe. Adsorption: 1000 ccm Fermentlésung + 100 ccm 
n/2- -Phosphatpuffer vom p,, = 5,2 mit 250 ccm AIC -Suspension. 
Elution mit 1200—1500 ccm 25°), iger Ammonsulfa atlésung bei 
p, = 8,2. Ammonsulfatfillung (70°/,ige Sattigung), Lésen in 
 1000ccm m/5-Acetatpuffer (p,, = 5,2). 

Stunde ig 5. Stufe. Adsorption: 1000 ccm Fermentlésung + 50 ccm 
uk das m/2-Phosphatpuffer vom p,, = 5,2, mit 200 ccm AIC,-Suspension. 
es A}. lution mit 350 ccm 25°/,iger Ammoneulfatlésung bei Pr = 8,2. 
| Ammonsulfatfallung (70°/,ige Sattigung). Lésung in 600 ccm 
_ m/5-Acetatpuffer (p, = 5,2). Dialyse gegen destilliertes Wasser 
und doppelt destilliertes Wasser. 


Ausbeute. Die Ausbeute war 4,8 g reines gelbes Ferment, 
also 0,4 g aus 1 kg Trockenhefe. 


Molekulargewichtsbestimmungen. 20 ccm dialysierte, salzfreie 
Fermentlésung hatten 37mg Trockengewicht (iiber P,O, bei 20°). 
Das getrocknete Ferment wurde unter Zusatz von 2 ccm n/10- 
HCl in Wasser gelést und auf 20 ccm gebracht. Der Flavin- 
gehalt der bei 16000 Touren klar zentrifugierten Lésung wurde 
| stufenphotometrisch (Pulfrich-Stufenphotometer von Zeiss, Jena) 
Liter | bestimmt mit Filter 8.47. Schichtdicke d = 1cm; Durchlissig- 


ngter keit D = 51°/,; = 0,291 x 0,291 = 9,47 Lactoflavin pro cem 


(fir 100 7 Lactoflavin, Mol-Gew. = 376 proccm ¢=3,1). In 

20cem = 188 = 0,000188 g. 

urch 31 

nsion 74000 (Mol.-Gew. des gelben Ferments). 
In gleicher Weise wurden bei 2 anderen Priparaten Mole- 

ufat- JF kulargewichte von 70500 und 68500 ermittelt. 


Chromatographische Reinigung von gelbem Ferment. Zur chro- 


auf wmatographischen Reinigung eignen sich Fermentpriiparate von 
mittlerem Reinheitsgrad (40—60°/)). 

scht. Kin Adsorptionsrohr von 6 cm Weite und 20 cm Hohe wird 
mit Frankonit SB gefillt. Man arbeitet bei Zimmertemperatur 


(20°), feuchtet zunichst die Siule mit Wasser an und gieBt dann 
die Lésung von gelbem Ferment in n/10—n/20-Phosphat von 


cl 
kon | Py=5—7 auf. Die Filtriergeschwindigkeit ist bei Anwendung 
32, — vou Frankonit SB klein, weshalb mit vollem Wasserstrahlpumpen- 
jiter vacuum gearbeitet werden kann. 

nde Da in den Praparaten von ,,altem“ gelben Ferment, die nach 


dem friiheren Verfahren dargestellt worden waren, noch geringe 
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Mengen Fumarathydrase nach den Feststellungen von Herrn Pro. 
fessor F. G. Fischer vorhanden waren, haben wir die neuen Pri. 
parate auf Fumarathydrase-Wirksamkeit gepriift. 


Versuchsanordnung; In einem GefaiB, durch das reinster Stick. 
stoff durchgeleitet wird und in das mit Hilfe einer Biirette Na. 
triumhyposulfit eingelassen werden kann, befinden sich bei 37° 


1, 10 ccom m/15-Phosphatpuffer vom p,, = 7,5, 
2. 10 com H,0O, 

3. 1 com m/1000-Janusrot, 

4, 0,5 com m/2-Dinatriumfumarat, 

5. Fermentlisung (vgl. Tabelle). 


In der Biirette befindet sich eine Lésung von 50 mg Natrium- 
hyposulfit (kéufliches Priiparat, Merck) in 30 com m/30-Phosphat- 
puffer vom p,, = 7,5. 


Riickfiirbung 
Menge 
Fermentpriiparat Hy posulfit Minaten 
mg 

Lebedewsaft, 5 com 0,19 1 
Nach Abtrennung der Acetonfillung, 3 ccm. 0,24 4 
Adsorptionsriickstandlésung der 1. Stufe, 3 cem 0,18 15 
Dialysiertes Ferment nach Stufe 5) 3,24 mg . 0,1 95 

Anderes_ dialysiertes Fermentpriiparat nach 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB in unseren reinen 
Fermentpraparaten von ,,altem“ gelben Ferment héchstens noch 
Spuren ,,Fumarathydrase“ vorhanden sein kénnen. 


Beispiel fiir die Gewinnung aktiven Tragers. Alle verwendeten 
GefiBe und Lésungen wurden auf 0° abgekihlt. 

10 ccm reines gelbes Ferment mit 6,63 mg pro ccm wurden 
mit 2 ccm 0,1 n-HCl versetzt. Nach 1/,stiindigem Stehen fiigte 
man 50 mg Frankonit SB hinzu und rihrte in der nichsten 
halben Stunde gelegentlich mit einem Glasstab von Hand um. 
Nach dem Zentrifugieren wurden 0,5 ccm zur Stickstoffbestimmung 
verwendet, wobei sich ergab, daB der Stickstoffgehalt der Lésung 
auf 95,5°/, der urspriinglichen Menge gefallen war. Nun wurden 
weitere 50 mg Frankonit zu der in ein leeres Zentrifugenglas 
gegebenen Fiiissigkeit gegeben. Nach 1 Stunde wurde wieder 
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zentrifugiert, Abnahme des Stickstoffs auf 93°/,. Zu der wieder 
in ein leeres Zentrifugenglas gegossenen Fliissigkeit wurden 20 mg 
fein gepulvertes Granosil gegeben und nach 1 Stunde wieder 
gentrifugiert. Die Lésung erschien farblos und ohne Fluorescenz, 
doch nach Zusatz von Natriumacetat und Erhitzen konnte vor 


~ der Analysenquarzlampe noch eine geringe Menge Flavin fest- 


gestellt werden, das durch Behandlung mit weiteren 20 mg Gra- 


‘ nosil vollstandig entfernt werden konnte. Nach 1 Stunde wurde 
_ wieder zentrifugiert und der N-Gehalt zu 89°/, der urspriinglichen 
| Menge bestimmt. 


Die so erhaltene, klare Proteinlésung war direkt nicht kupp- 


? lungsfihig mit Lactoflavinphosphorsiure, da sie ja noch stark 


- salzsauer war, sie kuppelte jedoch nach 10stiindiger Dialyse gegen 
 destilliertes Wasser. 


Durch Fluorescenztitration mit Lactoflavinphosphorsiure, wie 
sie friiher schon in diesem Institut benutzt wurde’), um den 


| kupplungsfahigen Anteil zu bestimmen und wie sie eingehend 
- auch von H. Theorell?*) beschrieben wurde, konnte in diesem 
- Fall der kupplungsfahige Anteil zu 63,5°/, bestimmt werden. Von 


der eingesetzten Menge werden also, abgesehen von den mecha- 
nischen Verlusten, 55,5°/, in kupplungsfihigem Zustand erhalten. 


Die Spaltung kann auch in 2—3 Stunden ausgefiihrt werden 
oder noch besser chromatographisch. Man fillt dazu ein Mikro- 
Chromatogrammrohr von 0,5 cm Durchmesser unten mit fein 
gepulvertem Granosil (50 mg) und dariiber mit 100 mg Frankonit SB. 
Man saugt zuerst Wasser durch und léft dann ohne zu saugen 
eine Lésung von etwa 50 mg gelbem Ferment in 10 ccm 0,02 n-HCl 
langsam, etwa binnen 11/, Stunden durchlaufen. Das farblose, 
flavinfreie Filtrat wird gegen destilliertes Wasser dialysiert. Schon 
2 Stunden nach Beginn der Dialyse, wobei die Hauptmenge der 
Salzsiure bereits entfernt war, zeigte die erhaltene Proteinlésung 
Kupplungsvermégen gegen Lactoflavinphosphorsaure. Bei 0° er- 
folgte die Vereinigung des Triigers mit der prosthetischen Gruppe 
erst vollstandig nach mehreren Minuten, bei 20° aber schon nach 
einigen Sekunden, die Fludrescenz verschwand dann schlagartig 
(vor der Analysenquarzlampe). Da mit voll ausdialysiertem Triger 
auch bei niederer Temperatur die Kupplung fast momentan erfolgt, 
war die Umwandlung des Metaproteins in kupplungsfahiges Protein 


*) H. Theorell, Biochem. Z. 290, 298 (1937). 
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noch nicht vollstindig vollzogen, sie erfolgte vielmehr erst unte 
dem Einflu8 der anwesenden Lactoflavinphosphorsiure. 

. Adsorption und Elution des aktiven Tragers. Der aktive, kupp. 
lungsfahige Trager des gelben Ferments laBt sich wie das gelhe 
Ferment selbst an Aluminiumhydroxyd C, adsorbieren und mit 
verdiinntem Ammoniumphosphat wieder eluieren. 

Es wurden 3ccm Triagerlésung, die 2 Tage gegen destilliertes 
Wasser dialysiert worden waren, mit steigenden Mengen Aluminiun. 
hydroxyd C, versetzt und die Abnahme der Tragerkonzentration 
im Warburgschen System mit Thunberg-Technik verfolgt. 


Tabelle II 
Nr. Wasser | Entfirb.-Zeit 
ecm Minuten 

0,1 
2 | Nach Adsorption an 0,5 cem Alu- 

miniumhydroxyd ...... 0,15 0,05 
3 | An weitere 0,5 ccm adsorbiert. . . | 0,15 0,05 8 
4 | An weitere 0,5 ccm adsorbiert. . . | 0,2 —_ 18"), 


Pro Ansatz: 0,5 ccm Methylenblau, 0,2 com m/15-Phosphat 
Py 7,0; 0,2 com Co-Fermentlésung, 0,4 ccm Zwischenferment, 
0,2 com Neuberg-Kster, 0,1 ccm natiirliche Lactoflavinphosphor- 
siure aus Hefe und die in der Tabelle jeweils angegebenen Mengen 
Tragerlésung. 

Zur Elution wurde 1 Stunde bei 0° mit 5 ccm verdiinnter 
Diammoniumphosphatlésung 2 Stunden stehen gelassen, unter 
gelegentlichem Umriihren. Mit 0,2 com dieser Liésung (vgl. Nr. 5) 
ergab sich eine Entfarbungszeit von 1 Minute. Ob beim Adsorbieren 
und Eluieren eine Verschiebung des kupplungsfihigen zum nicht 
kupplungsfahigen Anteil eintritt, wurde nicht untersucht. 


Den Herren H. Stocker und K. Breitwieser danken wir 
fiir die Mithilfe bei den Versuchen. 


pris 


| 
| 
¥ 
4 
9 
= 
| 
5 
4 
| 
4 
the 
| 
3 
; 
4 
‘ 
| 
. 
| 
fe 


liertes 
inium- 
tration 


sphat 
‘ment, 
phor- 
engel 


nnter 
unter 
Nr. 5) 
ieren 
nicht 


wir 


Uber einige Enzyme des Hausschwamms (Merulius lacrimans) 


9, Mitteilung tiber den enzymatischen Abbau polymerer Kohlenhydrate 


Von 
Theodor Ploetz 
Mit 1 (3) Figuren im Text 


(Aus dem Institut fiir die Chemie des Holzes und der Polysaccharide, 
Chemisches Institut der Universitat Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juli 1939) 


Die Untersuchungen iiber den enzymatischen Abbau des 


’ Holzes durch die Tatigkeit holzzerstérender Pilze nehmen in der 
Literatur heute bereits einen breiten Raum ein. De Bary?) 


H. Marshall Ward’), E. Bourquelot und H. Hérissey%), 
Hjort5), sowie F.Czapeck®), waren wohl die ersten, die in den 
holzbewohnenden Pilzen proteolytische und carbohydratische Fer- 
mente nachgewiesen haben. Seitdem ist eine groBe Reihe von 
Hymenomyceten auf ihren Enzymgehalt untersucht worden, wobei 
meist eine stattliche Anzahl von Fermenten nachgewiesen werden 
konnte. Die Methodik solcher Untersuchungen ist dabei meistens 
die, da& man den betreffenden Pilz entweder kiinstlich auf Holz 
ziichtet, oder Holz, das von dem Pilz in der Natur angegriffen 
und abgebaut wurde, untersucht. Die Verinderungen des Holzes 
durch den Pilzangriff wurden dabei sowohl analytisch als auch 
durch mikroskopische Beobachtung der Zellstruktur verfolgt. Kin 
zweiter, ebenfalls vielbegangener Weg besteht darin, daB aus den 
Pilzmycelien Prefsafte gewonnen werden, deren Hinwirkung auf 
die Zelle dann ebenfalls mikroskopisch verfolgt wird; oder man 
lit diese PreBsifte auf bestimmte Substrate einwirken und er- 
mittelt die Starke des Abbaus auf chemischem Weg. So fand 


') 1. Mitteilg. K. Freudenberg u. Th. Ploetz, Diese Z. 259, 19 (1939). 
*) Bot. Ztschr. 1886, 377. 

*) Ann. of Botany 2, 319 (1888). 

*) C. r. Soe. Biol., Série 9, 5, 804, (1898). 
*) ©. f. Physiol. 10, 192 (1896). 

°) B. d. bot. Ges. 1899, 165. 
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184 Theodor Ploetz, 


z. B. Ph. Kohnstamm’) in den PreBsiften von Merulius lacr;. 


mans eine Amylase (gepriift am Verschwinden der Jodreaktion 


eine #-Glucosidase (gepriift an der HCN-Entbindung aus Amyg. § 
dalin), ein proteolytisches Ferment (gepriift an der Verfliissigung F 
von Thymol-Gelatine), sowie eine Cellulase (gepriift an Elodea. 
Blattchen, bei denen der Zellinhalt mit Hypochlorit entfernt ist, § 


Der Meruliussaft liefert dabei eine Verinderung des mikrosko. 


pischen Bildes der Zellwinde, die in der Ausbildung einer feineren — 


Zellwandstruktur besteht, als sie am normalen Holz zu erkennen 
ist und die von Hartwig als Zersetzungserscheinung gedeutet 
wird). Da ein derartiger Cellulasenachweis nicht ohne weiteres 
befriedigt, untersuchte H. v. Kuler®) die Einwirkung von Merulius. 
PreBsaft auf Cellulosedextrine, die durch Behandlung von Filtrier. 
papier mit 75°/,iger Schwefelsiiure hergestellt wurden. Er fand 
dabei in 388—52 Stunden eine 20—25°/,ige Zunahme des an- 
fanglichen Reduktionswertes. Da diese Cellulosedextrine sich aber 
in ihrer Kettenlinge stark von nativer Cellulose unterscheiden, 
ist auch hierin kein eindeutiger Beweis fiir eine Merulius-Cellu- 
lase zu sehen?) 

Im folgenden wurde mit PreBsiften von Merulius lacrimans- 
Kulturen gearbeitet. 

Diese, sowie durch Dialyse und verschiedene andere Opera- 
tionen daraus erhiltliche Priparate wurden auf ihre Wirkung 
gegen Cellulose, Lichenin, Cellobiose, Gentiobiose und Maltose 
gepriift. Ein Abbau dieser Substrate wurde durch Bestimmung 
des entstehenden Zuckers verfolgt. Als Substrat der Cellulase- 
wirkung diente Cuprophan. 

Dabei zeigte sich, daB die PreBsifte aus Merulius-Kulturen 
Cellulase, Lichenase, #-Glucosidase und Maltase enthalten. Im 
PreBsaft der jiingsten der untersuchten Kulturen, die einen Monat 
alt war, konnte jedoch keine Cellulase nachgewiesen werden, 
wibrend sie in einer 2 Monate alten Kultur bereits deutlich fest- 
stellbar war. 

Gegeniiber Reinigungsoperationen verhalten sich die genannten 
Fermente anders als ihre Analoga im Verdauungssaft der Wein- 
bergsschnecke (Helix pomatia) und im Fermentsystem des Asper- 
gillus orycae, iiber welche friiher berichtet wurde’). Ob sich 
diese Unterschiede auf das TrigereiweiB oder auf ein eventuell 


") Beih. bot. Zbl. 1901, 90. 
8) Z. angew. Chem. 25, 250 (1912). 
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yorhandenes Co-Enzym beziehen, sich heute noch nicht 


feststellen. 
Beschreibung der Versuche 

Die zur Verarbeitung gelangten Merulius-Kulturen wurden 
am botanischen Institut der forstlichen Hochschule Eberswalde 
nach der dort iiblichen Arbeitsmethode hergestellt. Hierbei werden 
in Kolleschalen befindliche Zellstoffplatten, die mit etwas Malz- 
extraktlésung getrinkt sind, mit Merulius beimpft und unter 
optimalen Bedingungen bebriitet. Herrn Prof. Liese bin ich fir 
| die liebenswiirdige Uberlassung solcher Kulturen zu groBem Dank 
| yerpflichtet. 

a Fiir Vorversuche standen mir Kulturen unbekannten Alters 
zur Verfiigung. Die weiteren Versuche wurden mit Kulturen 
durchgefiihrt, die 1, 2, und 4 Monate alt waren. 

Die gesammelten Kulturbéden wurden mitsamt dem darauf 
befindlichen Mycel, das bei den jungen Kulturen nur sehr schwach 
entwickelt war, unter Zusatz von etwas Wasser, Toluol und Ace- 
tatpuffer vom p,.4,7 in einer Reibschale zerkleinert. Die er- 
haltene Masse wurde durch die Fleischmaschine getrieben und 
 schlieBlich mit 250 atii ausgepreBt. Man erhilt so einen ziemlich 
| stark gefiirbten PreBsaft, der bei der Zuckerbestimmung (Mikro- 
' Willstatter-Schudel, vgl. 1. Mitteilung) sehr starkes Reduktions- 
' vermégen zeigt. Die hohe Zuckerkonzentration wirkt so stark 
| hemmend, daB sich in den rohen PreBsiften hiaufig keinerlei 

-enzymatische Wirkung nachweisen labt. 

z Durch 1—2tigige Dialyse in Kollodiumsschliuchen kann 
| jedoch der reduzierende Zucker praktisch vollstindig entfernt 
' werden. Die fast wasserhellen Dialysate, die einen sehr geringen 
| Trockensubstanzgehalt besitzen, wurden dann auf ihre enzyma- 
| tische Wirksamkeit gepriift. 

a Fiir die Ansitze wurden jeweils mehrere Kubikzentimeter 
_ der Enzymliésung, zusammen mit Acetatpuffer vom p,, 4,7 und 
_ dem Substrat (100 mg Cuprophan, bezw. 0,3°/,ige Licheninlésung, 
| bezw. 2°/,ige Cellobiose-, Gentiobiose- und Maltoselésung) bei 37° 
_ unter Toluol im Brutschrank aufbewahrt. Die Abbaukurven 
wurden durch tigliche Zuckerbestimmung ermittelt. 

a Wiahrend der Abbau von Lichenin und Cellobiose in allen 
| untersuchten PreBsiften gut von statten geht, ist die Kinwirkung 
e auf Cellulose ziemlich schwach. Im PreBsaft der 1 Monat alten 
~ Kultur konnte, wie schon erwahnt, iiberhaupt keine Cellulase nach- 
gewiesen werden. 
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186 Theodor Ploetz, 


Zur Trennung und Anreicherung der einzelnen Enzyme wurde, 
die PreBsifte fraktionierten Alkohol—Ather-Fiallungen unterworfey 
(vgl. 1. Mitteilung). Die Cellobiase flockt dabei in den ersten Ap. 
teilen aus, die Lichenase folgt nach. Cellulase fallt, wenn vor. 
handen, zuletzt aus. Hierbei gilt aber, wie schon an andere 
Stelle betont, daB sich die Enzyme in den einzelnen Fraktioney 
iiberlagern. Folgende Tabelle zeigt die Verhaltnisse, wie sic bei 
der Alkohol—Ather-Fallung des PreBsaftes der 1 Monat alten 
Kultur erhalten wurden. 


Der zentrifugierte PreBSsaft (270 ccm) wurde hier ohne Dialyse einer 
Alkohol—Ather - Fillung mit 2 mal je 100 cem Ather unterworfen. Die 
Niederschlige F, und F, wurden in 15 ccm Wasser und 15 cem Acetat- 
puffer vom py 4,7 suspendiert, wobei sie nicht véllig in Lésung gingen. 
Durch Zentrifugierung wurden die Suspensionen geklirt und die Lésungen 
dann dialysiert. Die Dialysate wurden angesetzt, wobei je 2 cem Enzym 
+ 1cem Acetatpuffer vom py 4,7 + 7cem Wasser bezw. Substrat einen 
Ansatz bildeten. Die einzelnen Zentrifugierriickstinde wurden ebenso ein 
zweites Mal eluiert, wobei aber nur das zweite Eluat der ersten Alkohol- 
Ather-Fallung noch nennenswerte Enzymwirkung zeigte (Abbau in Prozent 
ausgedriickt). 


1. Lésung 2. Lésung 1. Lésung 
Zeit der 1. A-A-F. der 1. A-A-F der 2, A-A-F. 
a3 24) 
laa Of TO] 4 OF 
1 O | 14,8 | 12,6 0 | 0,5 9,4 0 | 28 0 
2 0 | 0,9 | 194] © | 31 0 
4 0 | 36 | 70,3 
5 0 | 1,1 | 28,7 | © | 48,2] 0 


Die Reihenfolge, in der die Enzyme bei der Alkohol—Ather- 
Fallung fallen, ist demnach den Verhiltnissen bei dem Enzyn- 
gemisch des Aspergillus orycae und beim Verdauungssaft von 
Helix pomatia gerade entgegengesetzt. Dies bezieht sich auch 
auf die Cellulase. Bei den genannten anderen Enzymmaterialien 
geht namlich die Cellulase in die ersten Anteile der Alkohol- 
Ather-Fallung, dann folgt die Lichenase und die Cellobiase bildet 
den SchluB?). 

Im PreBsaft der 4 Monate alten Kultur wurden 8 Alkohol- 
Ather-Fallungen nacheinander erzeugt. Da hier in der zweiten 
und dritten Fallung fast der gesamte Enzymgehalt des Priipa- 
rates angehiuft ist, kommen die eben geschilderten Verhiltniss¢ 
nicht deutlich\ zum Ausdruck. Charakteristisch ist jedoch, dab 
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vurden die erste Fallung, die mengenm&Big sehr gering war, im Gegen- 
worfen  satz zu den folgenden keine Cellulase enthilt. Da die Fallungs- 
en An. f mengen von N,—N, ansteigen, alle 3 Niederschlige aber in der 
D vor gleichen Menge Flassigkeit gelést wurden, ist verstindlich, dab 
nderer der Cellobiasegehalt in den Fillungen noch zu- 
‘tionen i nimmt. Folgende Kurven zeigen den Abbau der 3 Substrate 
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hydroxyd C, und Elution mit Phosphatpuffer vom p,, 5,27 ver. 
sucht. Wahrend die Lichenase auf alle Fraktionen ziemlich gleich. 
mafig verteilt ist, ist die erste Adsorption frei von Cellobiase und 
die beiden folgenden enthalten davon steigende Mengen. 


Spaltung nach 4 Tagen 
Eluat der in Prozent 
Lichenin | Cellobiose 
1. Adsorption... . 15,05 0 
2. Adsorption... . 16,0 33,8 
8. Adsorption... . 26,3 55,7 
Mutterlauge. ... . | 14,1 | 23,7 


Auch hierin verhalt sich die Merulius-Cellobiase umgekebrt 
wie die Aspergillus oricae-Cellobiase. 

Bei den iibrigen Kulturen konnten diese Verhiiltnisse be- 
stitigt werden. 

Bei den 4 Monate alten Kulturen wurden die Fraktionen 
auferdem auf Gentiobiase und Maltase gepriift. Kine Maltase- 
wirkung konnte nachgewiesen werden. Sie ist aber iuBerst schwach. 

Die Gentiobiase ist dagegen in Wirkung und Umfang der 
Cellobiase véllig gleich. Dies gilt auch fiir die einzelnen Alko- 
hol—Ather-Fraktionen, in denen sich keinerlei Aktivitatsverschie- 
bung zwischen den beiden Enzymen feststelfen lift. Man wird 
hier im Sinne Weidenhagens wohl eine einzige $-Glucosidase 
oder besser #-Oligosaccharase annehmen diirfen. Analoge Ver- 
suche mit Helixferment haben hier zu anderen Ergebnissen ge- 
fiihrt, auf die aber an anderer Stelle eingegangen werden soll. 
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Die Spaltbarkeit von Lactobionsdure durch Sifmandel-emulsin 
Emulsin XLI?) 


Von 


B. Helferich, W. W. Pigman und H. S. Isbell*) 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig 
und dem Bureau of Standards, Washington) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1939) 


In fritheren Arbeiten ist festgestellt worden, daB die Spalt- 
barkeit von #-d-Glucosiden durch SiiBmandel-emulsin erheblich 
absinkt, wenn im Aglucon eine ,basische“ Gruppe auftritt, ge- 
nauer gesagt, wenn im Aglucon eine positive Ionenladung vor- 
handen ist’). 

Die gleichartige Erniedrigung der Spaltbarkeit tritt ein, wenn 
im Zuckeranteil des Glucosids eine Hydroxylgruppe durch NH, 
ersetzt ist und damit die positive Ionenladung im Zucker vorliegt’). 

Wird die basische Gruppe in eine praktisch neutrale Gruppe 
umgewandelt — eine Aminogruppe also z. B. acetyliert —, ver- 
schwindet damit also die positive Ionenladung im Aglucon oder 
in Zucker, so ist ein Wiederanstieg der fermentativen Spaltbar- 
keit damit verkniipft®). 

Ahnliches gilt auch fir das Auftreten einer negativen Ionen- 
ladung. In der Regel sind #-d-Glucosido-siuren bzw. ihre Salze, 
d.h. also das entsprechend negativ geladene Ion, fermentativ 
langsamer spaltbar als die entsprechenden Ester’). Starker ist 
noch der Unterschied gegeniiber den Nitrilen 5) und besonders 
geveniiber den Aldehyden®), 

Vermutlich wird durch das Auftreten solcher ‘isbamialianin 
im Glucosid die Anlagerung des Glucosids an das Ferment er- 
heblich gestért. 

Kinige Beispiele fiir diese Regeln sind in der Tab. 1 zu- 
sammengestellt. 


*) Der Lalor Foundation, Wilmington, U.S.A. sind wir fiir die Ge- 
wihrung eines Stipendiums an Herrn Pigman zu groBem Dank verpflichtet. 
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Tabelle 1 
W = 0,12 W = 0,027%) 
H NH, H Ac 


CH,OH CH,OH 
Phenol- it d-(N-Acety])-glucosaminid 
= 0% = 0,12) 
= 0 m == 1,2°) 
W = 0,484) = 1 W = 4,2°) 


W = Wertigkeit gegen SiiBmandel-emulsin (@-Gl.-W. = 1,2). 
Gl = £-d-Glucosido-(C,H, ,O;). 
Ac = Acetyl. 


Fiir die gleiche Erscheinung liefert die vorliegende Beob- 
achtung einen neuen Beitrag. Wir verglichen quantitativ die 
Spaltbarkeit von Lactose, lactobionsaurem Calcium und von Lacto- 
bionséure-d-lacton. Als Wertigkeit W x 10° (Durchschnitt aus 
mehreren Versuchen) ergab sich bei Verwendung von SiiBmandel- 
emulsin (vom #-Glucosidase- Wert 1,12) fiir Lactose 11,1, fiir lacto- 
bionsaures Calcium 0,42 und fiir Lactobionsiure-d-lacton 0,68. 

Da die Hydrolyse aus Lactobionsiure-d-lacton zur Lactobion- 
siure schneller erfolgt'!) als die Fermentspaltung, so ist zwischen 
frischen und alten Lésungen des Lactons kaum ein Unterschied 
zu bemerken. Auch der Unterschied zwischen Lacton und Calcium- 
salz ist nur gering. DaB8 iiberhaupt ein solcher Unterschied be- 
steht, ist damit erklirlich, da8 bei der Spaltung des Lactons 
das p, von 4,5 am Anfang auf 3,6 fallt, da die entstehende 
Saure durch den vorhandenen Puffer nicht vollig beseitigt werden 
kann. In der starker sauren Liésung ist mit einem gréBeren 
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Gehalt an Lacton, mit einem kleineren an Siure-Ion zu rechnen. 
Offenbar wird das Lacton rascher als das Saure-Ion gespalten. 
Dies entspricht den eingangs gemachten Ausfihrungen. 

Ein sehr starker Unterschied in der Spaltbarkeit ist zwischen 
dem Saure-Ion und der Lactose vorhanden. Diese wird fast 
30 mal so schnell gespalten, da bei ihr die Ionen-Ladung fehlt. 


Versuche und Belege 


Substratlosungen. 1. 1,405 g o-Lactose mit 1 Mol. Krystallwasser 
wurden in Natriumacetatpuffer py 4,5 (Konzentration etwa m/10) zu 50 ccm 
aufgelést und mehrere Tage bei Zimmertemperatur auf bewahrt. 

2. 0,669 g Lactobionsiure-d-lacton wurden in Natriumacetatpuffer 
pa 4,5 (Konzentration etwa m/10) zu 25 ccm aufgelést und mehrere Tage 
bei Zimmertemperatur aufbewabrt. 

3. Die gleiche Lésung wie 2. wurde ohne Aufbewahren sofort nach 
der Herstellung zur Spaltung angesetzt. 

4. 1,472 g amorphes Calcium-lactobionat wurden in Natriumacetat- 
puffer py 4,5 (Konzentration etwa m/10) zu 50 ccm aufgelést. 


Fermentlosung. 2,5 g¢ Rohferment'?) wurden in 100 cem Wasser 
angeriihrt und nach etwa 15 stiindigem Stehen bei etwa 0° klar zentrifugiert. 
10 cem dieser Lésung hinterlassen 0,1876 g exsiccatortrockenen Riickstand. 
8-Glucosidase-Wert 1,12. 


Spaltungen. Zu 20 ccm der Substratlésung wurden 10 ccm der 
Fermentlésung, beides auf 30,0° vorgewiérmt, gegeben. Nach ¢ Minuten 
wurden jedesmal 10,0 ccm der bei 30,0° aufgehobenen Lésung zu einer 
Mischung von 60 cem Kalium-carbonatlésung (2,5 g auf 100 ccm) und 50 ccm 
n/10-Jodlésung gegeben. Nach 15 Minuten wurde mit 60 ccm n-Schwefelsiure 
angesiuert und das unverinderte Jod mit n/10-Natriumthiosulfat zuriicktitriert. 

In der folgenden Tab. 2 ist stets auf 10 ecm Bestimmungsgemisch um- 
gerechnet, auch wenn gelegentlich weniger verwandt wurde. 


Tabelle 2 
cem n/10-Jodlésung 
Zeit nach Ab- | nach Abzug 0/ 
Gesamt- | zug der | des Anfangs- k-10° | W-10° 
Minuten verbrauch| Ft-Kor- | verbrauchs Spaltung 
rektur*) |f. Lactose**) 
1. Lactose bei py 4,5 

106,2 15,64 12,97 2,57 24,7 1160 | 12,3 
165,5 16,45 18,78 3,38 32,5 1030 | 10,9 
204,0 17,10 14,43 4,03 38,8 1040 | 11,1 
co 10,40 


*) Fermentlésung bei gleicher Konzentration allein verbrauchte 2,67 cem 
Jodlésung. 

**) Lactose allein (gleiche Bedingungen) verbrauchte 10,40 cem Jodlésung. 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 


Minuten 


cem n/10-Jodlésung 


Zeit nach Ab- | nach Abzug 0/ 

Gesamt- | zug der | des Anfangs- 

verbrauch| Ft-Kor- | verbrauchs | 
rektur fiir Lactose 


k-10° | W. 193 


2. Lactobionsiure-d-lacton (frische Lésung) py 4,5—3,6*) 


1438 5,10 2,48 | 23,4 81 0,86 
2418 5,53 2,86 27,5 58 0,62 
wo 10,4 
3. Dasselbe, aber 2 Tage alte Lésung”*) 
14338 5,06 2,39 23,0 79 0,84 
2388 5,83 3,16 30,4 66 0,70 
4156 6,75 4,08 39,2 52 0,55 
10,40 
4. Lactobionsaures Calcium bei py 4,5**) 
1458 4,17 1,50 | 14,4 46 0,40 
2460 4,85 | 2,18 | 21, 0 42 0,45 
4190 5,65 2,98 28,6 0,37 
oO 10,4 | 


*) Eine geringe Reduktion der Lactonlésung (0,27 cem) ist beriicksichtigt. 


**) Kine geringe Reduktion der Salzlésung (0,20 cem) ist beriicksichtigt. 
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Die sdureléslichen Phosphatverbindungen 
in der Darmschleimhaut 
bei Ruhe und wahrend der Hexoseresorption 
Von 
Einar Lundsgaard 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitit Kopenhagen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1939) 


Von der Reihe experimenteller Arbeiten, die in den letzten 
Jahren aus dem Verzarschen Institut als Stiitze fiir die ur- 
springlich von Willbrandt und Laszt (1933) aufgestellte Hypo- 
these, daB der chemische Faktor bei der aktiven Hexoseresorption 
im Darm in einer Phosphorylierung der Hexosen bestehe, ver- 
éffentlicht wurden, kénnen wohl die von Laszt und Siillmann 
(1935) erhaltenen Resultate als die direkteste und daher auch 
wertvollste Stiitze der Theorie angesehen werden. Die genannten 
Forscher haben eine Erhéhung der organisch gebundenen Fraktion 
des siureléslichen Phosphats der Darmschleimhaut wihrend der 
Hexoseresorption nachgewiesen, wihrend eine derartige Steigerung 
bei der Resorption von Pentosen, die nach der Hypothese nicht 
aktiv resorbiert, sondern durch einfache Diffusion aufgenommen 
werden, nicht gefunden werden konnte. 

Im AnschluB an eine Versuchsreihe iiber den Stoffwechsel 
des isolierten, kiinstlich durchstrémten Diinndarms, die an anderer 
Stelle mitgeteilt werden soll, habe ich einzelne Bestimmungen 
der Verteilung des saureléslichen Phosphats auf die verschiedenen 
Fraktionen des totalen siureléslichen Phosphats vorgenommen. 
Das Ergebnis dieser Bestimmungen, die am Katzendarm vor- 
genommen wurden, zeigte sehr wesentliche Abweichungen von den 
von Laszt und Sillmann (1935) am Rattendarm erhaltenen 
Resultaten. Bei hungernden Tieren und bei Tieren, in deren 


_ Magen-Darmkanal nur eine Natriumchloridlisung eingefiihrt worden 


ist, fanden Laszt und Siillmann als Durchschnittswert jeweils 
53 und 82°/, des totalen, saiureléslichen Phosphats als anorganisches, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 261 14 
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direkt bestimmbares Phosphat, wihrend die iibrigen jeweils 17 und 
18 °/, in leicht hydrolysierbarem, organischem Phosphat bestanden, 
worunter hier und im folgenden das Phosphat in organischer 
Bindung verstanden werden soll, daB bei 180 Minuten lang dauern- 
der Hydrolyse mit n/1-Salzsiure bei 100° abgespalten wird, 
Schwer hydrolysierbares Phosphat sollte also in der Darmschleim. 
haut nicht vorkommen. Im Gegensatz zu den genannten Autoren 
fand ich bei Bestimmungen an der Schleimhaut von Katzendarm 
folgende Verteilung: Anorganisches Phosphat 22 °/,, leicht hydro. 
lysierbares organisches Phosphat 41°/, und schwer hydrolysier- 
bares organisches Phosphat 37°/,. Diese Verteilung entspricht 
weitgehend der in anderem Gewebe, z. B. in der Leber gefundenen, 
wahrend die von Laszt und Siillmann nachgewiesene Verteilung 
durch erhebliche Abweichungen hiervon auffalit. Wenn die von 
Laszt und Siillmann nachgewiesenen Werte fiir den Ratten- 
darm zutreffen, miBte dieses Gewebe beziiglich der Verteilung 
der verschiedenen Fraktionen des siureléslichen Phosphats eine 
ausgesprochene Sonderstellung einnehmen. Auch was den absoluten 


Gehalt der Darmschleimhaut an sowohl anorganischem als auch & 


Gesamtphosphat anbetrifft, unterscheiden sich meine an Katzen- 
darmschleimhaut vorgenommenen Bestimmungen wesentlich yon 
den an Rattendarmschleimhaut von Laszt und Siillmann ge- 
fundenen Werten. 


Diese Beobachtung hat mich veranlaBt, eine Reihe von Be- 
stimmungen der verschiedenen F'raktionen des siurelislichen Phos- 
phats in der Darmschleimhaut von hungernden Ratten und von 
Ratten bei Glucose- und Fructoseresorption vorzunehmen. Die 
Versuche, die im folgenden mitgeteilt werden sollen, wurden durch 
einzelne, entsprechende Bestimmungen an Katzen- und Kaninchen- 
darmschleimhaut erginzt. 


Methodik 


Zu den Rattenversuchen wurden verhiltnismaBig groBe, weibe 
Ratten von 200—280 g Gewicht verwendet. Alle Versuchstiere 
hatten 24 Stunden vor Versuchsbeginn gehungert, und waren 
wihrend des Versuches mit Amytal narkotisiert. In Versuchen, 
wo die Darmschleimhaut wihrend der Hexoseresorption unter- 
sucht werden sollte, wurde nach Offnung der Bauchhéhle eine 
geeignete Menge der betreffenden Hexose in 5°/,iger Lésung in den 
Diinndarm injiziert. Die Einspritzang erfolgte ins Duodenum 
nach Abbindung desselben oberhalb der Injektionsstelle und nach 
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Abbindung des Darmes an der Ileocoekalklappe. In einigen Ver- 
' suchen wurde die Hexoselésung nur in den mittleren Teil des 


Diinndarms injiziert, nachdem dieser zuvor durch Ligaturen von 
den oberhalb und unterhalb liegenden Darmstiicken isoliert worden 


. war. In diesen Fallen wurde die Darmschleimhaut von oberhalb 


oder unterhalb liegenden Darmteilen als Kontroll- oder Ruheprobe 
benutzt. Nach der Injektion wird die Bauchwand durch Naht 
yerschlossen und die Tiere liegen etwa 20 Minuten, bevor der 
Dinndarm herausgenommen wird. Die Exstirpation des Diinn- 
darms erfolgte in allen Fallen auf folgende Art: Nach dem Auf- 
spannen des narkotisierten Tieres wird die Bauchhohle geéffnet. 
Der Diinndarm wird am Ubergang zum Cékum abgeschnitten 
und dann schnell in seiner ganzen Linge herausgetrennt und in 
eisgekiihlte Ringerlésung von 0° gebracht. Stiicke geeigneter Linge 
werden dann vom Darm abgeschnitten, auf einer eisgekiihlten 
Metallplatte angebracht und gedfinet. Wenn alle Feuchtigkeit 
yon der Oberfliche der Darmschleimhaut so vollstindig wie még- 
lich mit Filtrierpapier entfernt worden ist, wird die Darmschleim- 
haut in Stiickchen,; die 3—4 cm Linge vom Darm entsprechen, 
abgekratzt und in fliissige Luft gebracht. Es sei hinzugefiigt, 
daB die erwihnten VorsichtsmaBregeln, die eine mégliche, phos- 
phatische Abspaltung bei der Praparation verhindern sollen, wahr- 
scheinlich iibertrieben sind. Es scheint mir, da8 die phosphatische 
Abspaltung nach Aufhéren der Zirkulation sogar bei Zimmer- 
temperatur, jedenfalls solange die Schleimhaut intakt ist, sehr 
langsam vor sich geht. 

Von den gefrorenen Schleimhautfetzen werden geeignete 
Mengen fir die Trockensubstanz- und die Phosphatbestimmungen 
abgewogen. Die Proben zur Phosphatbestimmung werden in Tri- 
chloressigsiure in gekiihlten Mérsern zerkleinert, und Proben von 
0,8—1,0 g mit 10 ccm Trichloressigsaure versetzt. Die Phosphat- 
bestimmungen wurden colorimetrisch nach Lohmann und Jen- 
drassik (1926) vorgenommen. Ks gelang nicht immer, vollkommen 
klare Trichloressigsiurefiltrate zu erhalten, und selbst wenn dies 
der Fall war, trat regelmaBig bei Zusatz des Schwefelsiure- 
Molybdatreagenzes eine leichte Triibung auf. Dasselbe ist iibrigens 
auch bei Arbeit mit Trichloressigsiurefiltraten von Lebergewebe 
hiufig der Fall. Nachdem die Farbreaktion ausgelést ist, habe 
ich daher ein kurzdauerndes Zentrifugieren vorgenommen. Der 
hierbei auftretende Niederschlag ist von blauer Farbe und es ist 
méglich, daB besonders bei Bestimmung des direkt meB8baren 
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Phosphats, wo die genannte Unklarheit am starksten ist, 7 
niedrige Werte erhalten werden. Der durch das Zentrifugierey 
eingefiihrte Fehler ist aber bestimmt ohne wesentliche Bedeutung 
Bei Ablesung im gewdhnlichen Colorimeter unter Verwendun 
von’ weiBem Licht, kann mehr nach der Farbe als nach der Licht. 
intensitét eingestellt werden. Die bei einer solchen Ablesung yo; 
dem Zentrifugieren erhaltenen Werte weichen nur sehr wenig von 
den nach dem Zentrifugieren gewonnenen ab. Bei den eigent. 
lichen Versuchen habe ich immer die Proben zentrifugiert, da bei 
klaren Proben die Ablesung leichter und mit gréBerer Sicherheit 
vorgenommen werden kann. Diese Triibung, wie sie regelmiifig 
bei meinen Trichloressigsiureextrakten aufgetreten ist, mu8 natiir- 
lich bei Ablesung im Stufenphotometer einen sehr wesentlichen 
Fehler verursachen. Ich erwihne dies, weil Laszt und Siillmann 
bei ihren Versuchen das Stufenphotometer verwendet haben. Die 
von den genannten Forschern erhaltenen auffallend hohen Werte 
fiir das direkt bestimmbare Phosphat kénnten auf dem Vorhanden. 
sein von solchen Triibungen beruhen, wie ich sie bei meinen Be. 
stimmungen beobachtet habe. Im iibrigen méchte ich nicht weiter 
versuchen, die Ursache fiir die wesentlichen Unterschiede zwischen 
Laszt und Sillmanns und meinen Resultaten zu untersuchen. 

In einzelnen Versuchen wurde eine Bestimmung des Glykogen- 
gehaltes der Darmschleimhaut mit einer den kleinen Gewebsmengen 
angepaBten Moditikation der Pfliigerschen Methode vorgenommen. 

Ebenso wie Laszt und Siillmann, habe ich die Phosphat- 
werte in Milligramm pro 100g Trockensubstanz angegeben. Auch 
nach sorgfiltiger Beseitigung aller Feuchtigkeit auf der Schlein- 
hautoberfliiche findet sich regelmiBig ein geringerer Trocken- 
substanzgehalt in der Darmschleimhaut von solchen Darmen, wo 
Zuckerliésung eingefiihrt worden war. Der durchschnittliche Gehalt 
an Trockensubstanz in der Darmschleimhaut von ruhendem Darm 
betrug in meinen Versuchen 22,5 °/, mit 23,4 und 22,0 als jeweils 
héchstem und niedrigstem Wert, wihrend der durchschnittliche 
Gehalt an Trockensubstanz in der Schleimhaut von resorbieren- 
den Darmabschnitten 20,9°/, war, mit 22,0 und 20,0 als jeweils 
héchstem und niedrigstem Wert. 


Versuche an Ratten 


Die Mehrzahl der Versuche wurde so ausgefiihrt, daB am 
gleichen Tage Proben von einem fastenden Tier und von einem Tier, 
dessen Darm in der Hexoseresorption begriffen war, entnommel 


rr, 


wu 


| 
i 
= 
| 
| By 
| 
3 
| 
i 
i 
| Ve 
| 
i 4 
in 
| nu 
stil 
$0 
| nis 
| fin 
ph 
| Ex 
| | wel 
| Ma 
| | Ge 
| hol 
suc 
hat 
| die 
Ph 
nie 
das 
un 


Siiureldsliche Phosphatverbindungen in der Darmschleimhaut usw. 197 


st, zu { wurden. Insgesamt wurden die Fraktionen des siureléslichen Phos- 
gieren [J phats in der ruhenden Darmschleimhaut an 9 Ratten bestimmt. Die 
utung, [F Ergebnisse dieser Versuche sind in Tab. I zusammengestellt. 
Tabelle I 

Siurelésliches Phosphat der ruhenden Rattendarmschleimhaut 
1g Vor : Phosphatwerte in mg P pro 100g Trockensubstanz 
gent Direkt 
la bei Versuchs- | hestimm- Gesamt-P 

— Nr. barer P 

nibig 1 142 226 256 295 457 
atin. 3 142 251 285 327 488 
1 5 117 217 248 291 447 
ichen 118 215 237 268 440 
ann & 9 134 233 246 272 460 

Die 127 232 250 282 470 

. ; 13 128 229 260 290 450 
Verte M15 135 231 258 288 476 
den. 137 228 256 288 456 
1 Bee Mitte: 181 | 229 | 255 | 289 | 459 
eiter 
chen J +. Werden diese Resultate mit den von Laszt und Siillmann 
chen, @ in der Darmschleimhaut von Hungertieren nebst Tieren, denen 
gen- nur Kochsalzlisung zugefiihrt worden war, fiir das direkt be- 
ngen je stimmbare und das Gesamtphosphat gefundenen Werten verglichen, 
men, J so bemerkt man eine sehr erhebliche Abweichung in den Ergeb- 
hat- J uissen dieser beiden Versuchsreihen. In den erwaihnten Gruppen 
\uch ME finden Laszt und Siillmann fiir das direkt bestimmbare Phos- 
eim- J phat einen Durchschnitiswert von 223 mg-°/, mit 174 und 313 als 
ken- J Extremwerte und fiir das Gesamtphosphat einen Durchschnitts- 
wo Me wert von 270 mg-°/, mit 270 und 354 mg-°/, als Minimal- und 
halt §% Maximalwerte. Meine Versuche ergaben einen weit geringeren 
an Gehalt an direkt bestimmbarem Phosphat und eine wesentlich 
eils hohere Gesamtphosphatmenge. Gleichzeitig waren in meinen Ver- 
iche #® suchen die individuellen Variationen erheblich geringer. 

en: Die Bestimmungen des Phosphatgehaltes der Darmschleim- 
eils J haut bei Glucoseresorption wurden an 5 Tieren vorgenommen; 


die Ergebnisse sind in Tab. II zusammengestellt. 
Tab. II zeigt, daB das direkt bestimmbare oder anorganische 
_ Phosphat in der Darmschleimhaut bei der Glucoseresorption er- 
am niedrigt ist. Das gesamte siiurelésliche Phosphat ist ebenso wie 
ier, (as ,schwer hydrolysierbare Phosphat“ (Gesamtphosphat—P,,,) 
nen Uuveriindert. Der Verminderung des anorganischen Phosphats 
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Tabelle II 


Sadurelésliches Phosphat der Rattendarmschleimhaut wihrend Glucose- 
resorption. Phosphatwerte in mg P pro 100 g Trockensubstanz, 


Direkt 
Versuchs- bestimm- Py, Prise Gesamt-P 
Nr. barer P 
2 99 198 228 273 446 
4 120 225 250 300 475 
6 110 210 239 286 448 
8 105 224 252 295 480 
10 100 200 239 268 469 
Mittel: 107 | 211 | 241 | 284 | 463 


entspricht eine Steigerung der Fraktion ,,leicht hydrolysierbares 
Phosphat“ (P,,,—direkt bestimmbares Phosphat). Die absolute 
Verminderung des anorganischen Phosphats ist maBig, aber die 
prozentische Anderung ist so groB, daB die nachgewiesene Ver- 
minderung als véllig sicher angesehen werden kann. In den 
entsprechenden Versuchen von Laszt und Siillmann fand sich 
auch eine Steigerung des organischen Phosphats. Da sie nur 
leicht hydrolysierbares Phosphat in der Darmschleimhaut finden, 
muB8 diese Erhéhung das leicht hydrolysierbare organische Phos- 
phat betroffen haben. Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen 
stimmen indessen nicht villig iiberein. Wahrend in Laszt und 
Siillmanns Versuchen der Zuwachs an organischem Phosphat 
durch eine Steigerung des gesamten sdureléslichen Phosphats 
und nur in geringem Grade durch eine Verminderung des direkt 
bestimmbaren Phosphats zustande kommt, ist in meinen Ver- 
suchen eine Erhéhung des gesamten organischen Phosphats nicht 
vorhanden gewesen. Sonst ist die von Laszt und Sillmann 
gefundene Steigerung des organischen Phosphats etwa doppelt 
so groB wie die in meinen Versuchen nachgewiesene. 
Bestimmungen des Phosphatgehaltes der Darmschleimhaut 
bei Fructoseresorption wurden an 4 Tieren vorgenommen, denen 
Fructoselésung in die ganze Lange des Diinndarms injiziert wurde. 
Tab. III zeigt die in diesen Versuchen erhaltenen Resultate. 
Aus der Tab. III ist ersichtlich, daB bei der Fructoseresorption 
eine erhebliche Verminderung des anorganischen Phosphats aut- 
tritt. Gleichzeitig wird die Menge des leicht hydrolysierbaren 
organischen Phosphats erhéht. Diese Steigerung ist etwas gréBer 
als die Verminderung an anorganischem Phosphat, da das schwer 
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Tabelle II 
Direkt 
Versuch8- | begtimm- Py Puy Pus Gesamt-P 
Nr. barer P | 
12 12 234 271 315 470 
14 86 244 287 325 487 
16 14 235 286 322 452 
18 13 241 217 318 485 
Mittel: 76 | 238 | 282 | 321 | 475 


hydrolysierbare organische Phosphat auch etwas abnimmt. Das 
Gesamtphosphat steigt vielleicht wenig an, jedoch in den in Tab. IIT 
aufgefiihrten Versuchen ist diese Erhéhung so gering, daB sie 
nicht als sicher angesehen werden kann. Die bei Fructose- 
resorption beobachteten Veriinderungen der Phosphatfraktionen 
stimmen gut mit den von Laszt und Siillmann in entsprechen- 
den Versuchen gefundenen iiberein. Die von ihnen nachgewiesene 
Steigerung des organisch gebundenen Phosphats bei der F'ructose- 
resorption beruht im wesentlichen auf einer Verminderung der 
Menge des anorganischen Phosphats und nur in geringerem Grade 
auf einer Erhéhung des Gesamtphosphats. Beziiglich der absoluten 
Werte fiir das anorganische und das Gesamtphosphat zeigen beide 
Versuchsreihen aber wesentliche Abweichungen. Die von Laszt 
und Sillmann gefundenen Werte fiir das direkt bestimmbare 
Phosphat in der Darmschleimhaut bei Fructoseresorption sind 
mehr als doppelt so hoch wie die in meinen Versuchen gefundenen. 

Die wahrend der Glucose- und Fructoseresorption gefundenen 
Verschiebungen in den Fraktionen des siureléslichen Phosphats 
sind vielleicht am besten aus der Ubersichtstabelle IV und aus 
den Hydrolysenkurven der Figur zu ersehen. 


Tabelle IV 


Ubersichtstabelle iiber die Anderungen in den Fraktionen des siureldslichen 
Phosphats wihrend Resorption von Glucose und Fructose 


Direkt leicht schwer 
bestimmbarer P hydrolysierbarer P | hydrolysierbarer P 
% des} °/,ige des} °/,ige %/, des} °/,ige 
mg-°/,| Ge- | Ande- |mg-%/,| Ge- | Ande- |mg-°/,| Ge- | Ande- 
samt-P) rung samt-P| rung samt-P} rung 
Kontrolle | 181 | 28,6 158 | 34,4 170 | 37 
Glucose | 28,1 | —18,3] 177 | 38,2 | +120] 169 | 38,7) 0 
Fructose 78 | 16,0 | —40,5 | 244 | 51,6 | +54,4 | 156 | 32,4 | —8,8 
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Ks ist bekannt, daB Glucosezufuhr (Harrop und Benedict — F 
1924) und in noch héherem Grade Fructoseeingabe (Lambie und 
| Redhead 1927) einen Abfall des anorganischen Phosphat-Ge. Fru 
halts im Plasma bedingen. Auch im Lebergewebe kiénnen Ande. — dc 


rungen des siureldslichen Phosphats im Anschlu8 an Fructose. gi 
zufuhr beobachtet werden, die bei Versuchen an kiinstlich durch. — P 
strémten isolierten Lebern besonders gut zu verfolgen sind (Lunds. EK 
gaard 1938). Der Fructoseumsatz und die Glykogenspeicherung 
500 
° T 
| Ww 
st 
| 
di 
200} 4 
| Si 
7 di 
Hydrolysenkurven des siiureléslichen Phosphats aus Rattendarmschleimhaut 
e———e = Ruhende Darmschleimhaut, C 
x———-x = Darmschleimhaut wihrend der Glucosecresorption, 
° o = Darmschleimhaut wihrend der Fructoseresorption. 
Abszisse: Hydrolysenzeit in Minuten, 
Ordinate: Freies Phosphat in mg pro 100 g Trockensubstanz. e 
Die Bezeichnungen zu oberst auf der rechten Ordinate geben den Gehalt an Gesamt-P an. 4 d 
fihren zu einem Abfall des anorganischen Phosphats im Leber- — a 
gewebe und gleichzeitig steigt die Menge des leicht hydrolysier- — 
baren Phosphats. Die Verschiebungen in den Fraktionen des [— 1m 


siureléslichen Phosphats in der Leber stimmen also qualitativ d 
véllig mit den in der Darmschleimhaut bei Fructoseresorption li 
: beobachteten Anderungen iiberein. Wenn auch die in den zuvor J &k 
beschriebenen Versuchen vorhandenen Anderungen in der Darm- 
| schleimhaut bei Fructoseresorption wohl stirker ausgesprochen [ 
sind als die entsprechenden Anderungen in der Leber beim 1 
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Fructoseumsatz, erschien es trotzdem notwendig, Sicherheit dafiir 
zu schaffen, daB die in der Darmschleimhaut beobachteten Ande- 
rungen eine lokale Erscheinung sind, die mit dem Durchgang 
der Fructose durch die Darmschleimhaut verknipft ist, und sie 


' nicht als ein Teil der allgemein auftretenden Anderungen der 
Phosphatverteilung, wie sie im Anschlu$ an den Fructoseumsatz 
-yorkommen, aufgefaBt werden miissen. 


Zur Klarung dieser Frage habe ich eine kurze Versuchs- 
reihe vorgenommen, bei der die Fructoselésung in den mittleren 
Teil des Diinndarms eingefiihrt wurde, der durch Abbinden von 


den dariiber- und darunterliegenden Diinndarmteilen abgesperrt 


: wurde. Die Schleimhaut von den oberhalb und unterhalb legen- 


den Darmabschnitten diente zur Bestimmung der ,,Ruhewerte“, 


; wihrend im mittleren Darmabschnitt die ,,Resorptionswerte* be- 
 stimmt wurden. Insgesamt liegen 5 Versuche dieser Art vor. Da 


die einzelnen Versuche vdllig iibereinstimmen, sind in Tab. V nur 


die Durchschnittswerte zusammengestellt. 


Tabelle V 


: Siurelésliches Phosphat der Schleimhaut von ruhenden sowie von Fructose 


resorbierenden Abschnitten desselben Rattendarms. 
Phosphatwerte in mg P pro 100 g Trockensubstanz 


Fructose- Anderung 
Ruhe resorption in °/, 
Direkt bestimmbarer P ... . 129 69 — 46,5 
Leicht hydrolysierbarer P. . . 150 258 +172,0 
Schwer hydrolysierbarer P . . 183 162 — 11,5 


Die in Tab. V aufgefiihrten Versuche zeigen eindeutig, daB 
die Verschiebungen in den Fraktionen des siureléslichen Phos- 


| phats eine rein lokale Erscheinung sind, die nur in den Darm- 
_ abschnitten auftritt, wo Fructose die Darmwand passiert. 


Die Verminderung im anorganischen Phosphat und die Steige- 


' rung des leicht hydrolysierbaren organischen Phosphats ist in 


den in Tab. V zusammengestellten Versuchen wohl noch deut- 


licher sichtbar als in den Versuchen von Tab. III. Dies Verhalten 


kénnte darauf beruhen, daB die in den ganzen Diinndarm injizierte 
Fructosemenge nicht immer groB genug war, um auch die unteren 
Darmabschnitte zu fiillen. Die Schleimhautproben von den in 
Tab. IIL angegebenen Versuchen kénnten daher Elemente von 
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Ks ist bekannt, da8 Glucosezufuhr (Harrop und Benedict 
1924) und in noch héherem Grade Fructoseeingabe (Lambie und 
Redhead 1927) einen Abfall des anorganischen Phosphat-Ge. 
halts im Plasma bedingen. Auch im Lebergewebe kinnen Ande. 
rungen des sidureléslichen Phosphats im Anschlu8 an Fructose. 
zufuhr beobachtet werden, die bei Versuchen an kiinstlich durch. 
strémten isolierten Lebern besonders gut zu verfolgen sind (Lunds- 
gaard 1938). Der Fructoseumsatz und die Glykogenspeicherung 
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Hydrolysenkurven des siiureléslichen Phosphats aus Rattendarmschleimhaut 
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Ruhende Darmschleimhaut, 

Darmschleimhaut wihrend der Glucoscresorption, 
Darmschleimhaut wihrend der Fructoseresorption. 
Abszisse: Hydrolysenzeit in Minuten, 

Ordinate: Freies Phosphat in mg pro 100 g Trockensubstanz. 


Die Bezeichnungen zu oberst auf der rechten Ordinate geben den Gehalt an Gesamt-P an. 


fihren zu einem Abfall des anorganischen Phosphats im Leber- 
gewebe und gleichzeitig steigt die Menge des leicht hydrolysier- 
baren Phosphats. Die Verschiebungen in den Fraktionen des 
siureléslichen Phosphats in der Leber stimmen also qualitativ 
véllig mit den in der Darmschleimhaut bei Fructoseresorption 
beobachteten Anderungen iiberein. Wenn auch die in den zuvor 
beschriebenen Versuchen vorhandenen Anderungen in der Darm- 
schleimhaut bei Fructoseresorption wohl stirker ausgesprochen 
sind als die entsprechenden Anderungen in der Leber beim 
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Fructoseumsatz, erschien es trotzdem notwendig, Sicherheit dafiir 
zu schaffen, daB die in der Darmschleimhaut beobachteten Ande- 


rungen eine lokale Erscheinung sind, die mit dem Durchgang 
der Fructose durch die Darmschleimhaut verkniipft ist, und sie 


nicht als ein Teil der allgemein auftretenden Anderungen der 


Phosphatverteilung, wie sie im AnschluB an den Fructoseumsatz 
yorkommen, aufgefaBt werden miissen. 

Zur Klaérung dieser Frage habe ich eine kurze Versuchs- 
reihe vorgenommen, bei der die Fructoselésung in den mittleren 
Teil des Diinndarms eingefiihrt wurde, der durch Abbinden von 
den dariiber- und darunterliegenden Diinndarmteilen abgesperrt 
wurde. Die Schleimhaut von den oberhalb und unterhalb liegen- 
den Darmabschnitten diente zur Bestimmung der ,,Ruhewerte“, 
wihrend im mittleren Darmabschnitt die ,,Resorptionswerte“ be- 
stimmt wurden. Insgesamt liegen 5 Versuche dieser Art vor. Da 
die einzelnen Versuche vollig iibereinstimmen, sind in Tab. V nur 
die Durchschnittswerte zusammengestellt. 


Tabelle V 


Siiurelésliches Phosphat der Schleimhaut von ruhenden sowie von Fructose 
resorbierenden Abschnitten desselben Rattendarms. 


Phosphatwerte in mg P pro 100 g Trockensubstanz 


Fructose- Anderung 
Ruhe resorption in *, 
Direkt bestimmbarer P ... . 129 69 — 46,5 
Leicht hydrolysierbarer P. . . 150 258 + 72,0 
Schwer hydrolysierbarer P . . 1838 162 — 11,5 
462 489 + 6,0 


Die in Tab. V aufgefiihrten Versuche zeigen eindeutig, daB 
die Verschiebungen in den Fraktionen des siureléslichen Phos- 
phats eine rein lokale Erscheinung sind, die nur in den Darm- 
abschnitten auftritt, wo Fructose die Darmwand passiert. 

Die Verminderung im anorganischen Phosphat und die Steige- 
rung des leicht hydrolysierbaren organischen Phosphats ist in 
den in Tab. V zusammengestellten Versuchen wohl noch deut- 
licher sichtbar als in den Versuchen von Tab. III. Dies Verhalten 
kénnte darauf beruhen, daB die in den ganzen Diinndarm injizierte 
Fructosemenge nicht immer groB genug war, um auch die unteren 
Darmabschnitte zu fillen. Die Schleimhautproben von den in 
Tab. III angegebenen Versuchen kénnten daher Elemente von 
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mehr oder weniger ruhenden Schleimhautteilen enthalten haben, 
Die Steigerung des gesamten siiurelislichen Phosphats ist in dep 
Versuchen der Tab. V so ausgesprochen, daB sie wohl als ree] 
angesehen werden kann. Es sei in diesem Zusammenhang aber 
darauf hingewiesen, da8 der Gehalt an sdureléslichem Phosphat 
méglicherweise nicht genau derselbe in allen Darmabschnitten ist, 

Die Ubereinstimmung in den Verschiebungen der Fraktioney 
des siureléslichen Phosphats, die im Lebergewebe bei Speicherung 
der Fructose als Glykogen auftreten, mit den Verinderungen in 
Phosphat bei der Fructoseresorption der Darmschleimhaut hat 
mich veranlaBt, einige Bestimmungen des Glykogengehaltes der 
Darmschleimhaut bei Ruhe und wahrend der Fructoseresorption 
vorzunehmen. Von vornherein kann nimlich die Méglichkeit nicht 
ausgeschlossen werden, dafi das chemische Zwischenglied bei der 
aktiven Hexoseresorption in einem intermediiren Aufbau zm 
Glykogen besteht. Ein derartiger Mechanismus wiirde das Vor- 
handensein von Phosphorylierungen erfordern und so in Uber. 
einstimmung mit der Vorstellung iiber die entscheidende Be. 
deutung der Phosphorylierungsprozesse fiir die aktive Hexose- 
resorption sein. 

Da die Versuche ein vollkommen negatives Resultat ergaben, 
wurden nur wenige ausgefiihrt, die in Tab. VI zusammengestellt sind. 


Tabelle VI 


Glykogengehalt der Rattendarmschleimhaut in Ruhe und wihrend 
Fructoseresorption. Glykogengebalt in mg pro g Frischgewicht 


Versuchs-Nr. Ruhe Fructoseresorption 


18 0,28 0,42 
19 0,33 0,21 
20 0,25 0,33 
23 0,52 0,41 

Mittel: 0,35 | 0,34 


Fiir eine Wertung der méglichen Bedeutung, die die nach- 
gewiesene Esterbildung fiir die Hexoseresorption haben kénnte, 
wiire die Kenntnis der Geschwindigkeit, mit der die Ester ge- 
bildet und aufs neue dephosphoryliett werden, von entscheidender 
Wichtigkeit. Da man annehmen muf, daB in der Darmschlein- 
haut gleichzeitig Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs- 
prozesse ablaufen, so da8 die beobachtete Esteranhiufung eine 
Resultante dieser beiden gegeneinander laufenden Prozesse ist, 
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haben, ist die Esteranhiufung als solche kein Maf fiir die Geschwindig- 
in den F jit der ablaufenden Prozesse. Es sei im iibrigen in diesem 
8 reell 7 csammenhang hervorgehoben, daB die gréfere Esteranhiufung 
Saber pei der Fructoseresorption gegeniiber der bei Glucose auftreten- 
osphat den, trotzdem die erstere wesentlich langsamer resorbiert wird 
€n ist, F als Glucose, nicht gegen die Hypothese iiber die Bedeutung der 
tionen | Phosphorylierung fir die aktive Hexoseresorption zu sprechen 
lerung raucht. Die starkere Esteranhaufung bei der Fructoseresorption 
en Im § énnte sehr wohl auf einer relativ langsamen Dephosphorylierung 
it hat B beruhen, die ihrerseits wieder die langsame Fructoseresorption 
” der | bedingt. Die vermutete langsame Dephosphorylierung steht dann 
rption § \ahrscheinlich, wie von Kalckar hervorgehoben, mit dem von 
nicht B Goda (1937) im Lebergewebe und von Kalckar (1939, 1) im 


al der : Nierengewebe nachgewiesenen Verhalten im Zusammenhang, dab 
uu 21 — nimlich nur die Glucosekomponente in den von den Fructose- 
Vor- 3 estern gebildeten Gleichgewichtsestern dephosphoryliert wird. 

Uber. Die Méglichkeit, die Geschwindigkeit der Phosphorylierungs- 
> Be. oder Dephosphorylierungsprozesse beurteilen zu kénnen besteht 
‘x0se- BH nur dann, wenn der entgegengesetzt laufende ProzeB aufgehoben 

| werden kann. 
aben, In einer Reihe von Versuchen habe ich untersucht, ob die 


‘sind phosphatische Aktivitat in der Darmschleimhaut durch Einfihrung 
- einer n/100-Natriumfluoridlésung in den Darm aufgehoben oder 
gehemmt werden kann. 15—20 Minuten nach Einfihrung einer 
derartigen Lésung ist das anorganische Phosphat in maBigem 
Grade herabgesetzt; das Gesamtphosphat ist unverindert. Wuird 
der Versuch mit der gleichen Fluoridlésung nach Zusatz von 5 °/, 
Fructose ausgefiihrt, so entsprechen die Verhiltnisse nach Ablauf 
der itiblichen Zeit ganz den bei reiner Fructosezufuhr vorhandenen. 
Die Verminderung im anorganischen Phosphat ist vielleicht etwas 
stiirker als in den Versuchen ohne Fluoridzusatz, aber die Steige- 
rung des Gesamtphosphats ist nicht gréBer als sie auch ohne 
_ Fluorid auftreten kann. Da diese Versuche mit der in diesem 
ach- _ Zusammenhang sehr langen Versuchszeit vollkommen negativ aus- 
ante, gefallen waren, wurden fortgesetzte Versuche dieser Art auf- 
vegeben; eine Wiedergabe in Tabellenform eriibrigt sich, weil der 
nder | negative Ausfall der Versuche zwanglos damit erklirt werden 
unl kann, daB mit der angewendeten Methode die Darmphosphatase 
nicht gehemmt werden kann. 
ene Versuche mit gewohnlichen Darmphosphatasepriparaten wiirden 
ist, _ kaum eine Bewertung der Geschwindigkeit der Dephosphorylierungs- 
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prozesse gestatten. Das gleiche gilt vermutlich auch fir Bestiy. 
mungen der Geschwindigkeit, mit der die in ruhender Darm. 
schleimhaut ,,spontan“ vorkommenden organischen Phosphatverbin. 
dungen nach Aufhebung der Phosphorylierungsprozesse in der 
Schleimhaut dephosphoryliert werden. Hingegen wiirde es yon 
wesentlichem Interesse sein, wenn man die Geschwindigkeit be- 
urteilen kénnte, mit der die bei der Fructoseresorption an- 
gehiuften Ester nach Aufhebung der Phosphorylierungsprozesse 
im Darm dephosphoryliert werden. In der Hoffnung, hieriiber 
Aufschliisse zu erhalten, habe ich einige Versuche so ausgefiihrt, 
daB die Tiere 15—20 Minuten nach Einfihrung der Fructose- 
lésung in den Darm durch Injektion von 1 cem n/10-Kaliun- 
cyanidlisung in die arteria carotis getétet wurden. 1—11/, Minuten 
nach der Cyanidinjektion wurde der Darm herausgenommen und 
in iiblicher Weise behandelt. Die Ergebnisse von 2 Versuchen 
dieser Art sind in Tab. VII wiedergegeben. 


Tabelle VIL 


Sdurelésliches Phosphat der Rattendarmschleimhaut 1—1!/, Minuten 
nach Cyanidvergiftung wihrend Fructoseresorption 


Direkt 
Versuchs- bestimm- Pro Poe Gesamt-P 
Nr. barer P 
31 84 242 284 331 485 
32 86 227 268 309 454 


Vergleicht man die Zahlen der Tab. VII mit den in Tab. III 
aufgefiihrten, so sieht man, daB die Cyanidvergiftung nur eine 
sehr unbedeutende Abspaltung des Phosphats bedingt. Wenn die 
phosphatische Abspaltung in einem wahrscheinlichen Verhiltnis 
zur Hexoseresorption stinde, so sollte eine Estermenge, die der 
bei Fructoseresorption gebildeten entspricht, in wesentlich kirzerer 
Zeit als innerhalb einer Minute gespalten werden. Man kann 
natiirlich nicht ausschlieBen, da die anscheinend sehr langsame 
phosphatatische Abspaltung in diesen Versuchen darauf beruhen 
kénnte, daB mit der angewandten Methode die Phosphorylierungs- 
prozesse nicht augenblicklich zum Stillstand gebracht worden sind. 
Die vorliegenden Versuche dieser Art sollten nur zur vorliufigen 
Orientierung dienen und miissen erweitert und variiert werden. 
In diesen orientierenden Versuchen war aber die phosphatatische 
Abspaltung so auBerordentlich gering, daB ein gewisser Zweifel 
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daran berechtigt ist, ob die Dephosphorylierungsprozesse (und 
damit auch die Phosphorylierungsprozesse) in der Darmschleimhaut 
eine Geschwindigkeit haben, die in einem wahrscheinlichen Ver- 
hiltnis zur Resorptionsgeschwindigkeit der Hexosen steht. Auch 
schon die Tatsache, daf eine Esteranhiufung in der Darmschleim- 
haut bei der Fructoseresorption auch ohne die strengen Vor- 
kehrungen zur Vermeidung einer phosphatatischen Abspaltung bei 
der Priparation nachgewiesen werden kann, bestirkt diesen Zweifel. 


Katzen- und Kaninchenversuche 
An Katzen und Kaninchen wurden nur wenige Versuche 
ausgefiihrt. Die hierbei gewonnenen Durchschnittswerte sind in 
Tab. VIII zusammengestellt. 


Tabelle VUI 
Verteilung des siureléslichen Phosphats der Katzen- und Kaninchendarm- 
schleimhaut in Ruhe und wihrend Glucose- und Fructoseresorption (Mittel- 
werte). Phosphatwerte in mg pro 100 g Trockensubstanz. 


Ruhe = so 

Ruhe 4 100 219 238 286 457 

Katze Glucose 3 95 220 243 290 466 

Fructose 2 81 218 240 295 468 

Keniosbiim Ruhe 4 105 168 195 241 435 

Fructose 2 68 177 214 250 455 


Die absolute Menge des siureléslichen Phosphats und deren 
Verteilung auf die verschiedenen Fraktionen weicht von den in 
der Rattendarmschleimhaut gefundenen Werten nicht wesentlich 
ab. Die Werte fiir das direkt bestimmbare Phosphat lagen aller- 
dings im allgemeinen etwas niedriger als die in der Rattendarm- 
schleimhaut vorhandenen, und die individuellen Schwankungen 
waren gréBer als in den Versuchen an Ratten. In der Katzen- 
darmschleimhaut konnten nach Glucosezufuhr keine sicheren Ver- 
schiebungen in der Verteilung des siiureléslichen Phosphats ge- 
funden werden. Hingegen fanden sich nach Fructosezufuhr sowohl 
in Versuchen mit Katzen als auch in Kaninchenversuchen ent- 
sprechende, wenn auch etwas weniger deutliche Verinderungen 
wie in den Rattenversuchen. Ratten scheinen also ein besonders 
geeignetes Versuchstier zur Untersuchung der Esteranhaufung in 
der Darmschleimhaut bei der Hexoseresorption zu sein. 
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AbschlieBende Bemerkungen iiber die aktive Hexoseresorption 


Die Theorien iiber die Bedeutung der Phosphorylierungs. F 
prozesse fiir die aktive Hexoseresorption im Darm (Willbrandt E 
und Laszt 1933) und in der Niere (Lundsgaard 1933) miissep § 
auch weiterhin als reine Arbeitshypothesen aufgefaBt werden, fir — 
die ein endgiiltiger Beweis noch nicht gefiihrt worden ist. Die 
genannten Theorien werden sich wahrscheinlich auch in Zukunft 


als fruchtbare Arbeitshypothesen erweisen. 


Zugunsten der Vorstellung iiber einen Zusammenhang zwischen 
den Phosphorylierungsprozessen und der aktiven Hexoseresorption 
in der Niere sprechen in erster Linie Kalckars Versuche (1939, I], F 


der unter aeroben Verhiltnissen im Nierengewebe eine sehr er. 


hebliche Phosphorylierung von Hexosen nachgewiesen hat. Die — 


Geschwindigkeit der Phosphorylierungsprozesse in der Niere ist 
vollig ausreichend, um sich vorzustellen, daB die gesamte Hexose- 
menge, die in den Nierenkanalen resorbiert wird, eine Phos. 
phorylierung erfahrt. AuBerdem werden Hexosen mit groBer Ge- 
schwindigkeit vom Nierengewebe phosphoryliert, wihrend Pentosen 


nur mit sehr geringer Geschwindigkeit, oder auch iiberhaupt nicht F 


phosphoryliert werden (unveréffentlichte Versuche). Fiir die Giiltig- 
keit der Hypothese im Nierengewebe spricht auBerdem die be- 
kannte Tatsache, daB die aktive Hexoseresorption mit Phlorrhizin 
gehemmt werden kann, was in Verbindung mit der hemmenden 
Wirkung dieses Stoffes bei Phosphorylierungsprozessen im all- 
gemeinen (Lundsgaard 1833) und bei der Nierenphosphorylierung 
im besonderen (Kalckar 1937) von Bedeutung ist. Der Befund 
(Lundsgaard 1985), daB man in Versuchen an kiinstlich durch- 
strémten Nieren eine vollkommene Phlorrhizinisierung mit Mengen 
erreichen kann, welche im Vergleich zu den Konzentrationen, die 
im Gewebsbrei und in Gewebsextrakten notwendig sind, klein 
sind, kann vermutlich durch die Beobachtungen von Ellinger 
und Lambrecht (1937) erklirt werden, wonach Phlorrhizin in 
bestimmten Abschnitten der Tubuli angehaiuft wird. Die gleiche 
Beobachtung kann méglicherweise der sonst mit der Hypothese 
schwer vereinbare Befund erkliren, daB Nierenbrei und Nieren- 
extrakte von mit Phlorrhizin vergifteten Tieren mit normaler 
Intensitat phosphorylieren (Kalckar 19388). Bei Herstellung des 
Gewebsbreies oder Gewebsextraktes ist es niimlich méglich, dab 
das Phlorrhizin von den Gewebselementen extrahiert wird, in 
denen es im intakten Gewebe konzentriert wurde, wodurch die 
Phlorrhizinkonzentration herabgesetzt wird. 
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Fir die Richtigkeit der Hypothese iiber den Zusammenhang 


yon Phosphorylierungsprozessen mit der aktiven Hexoseresorption 
| im Darm spricht in erster Linie der Nachweis einer Ester- 


anhiufung in der Darmschleimhaut bei der Hexoseresorption, wie 


es zuerst von Laszt und Siillmann (1935) gezeigt worden ist, 
- und was durch die vorliegenden Versuche bestitigt wird. Hinzu 
'- kommt, daB die Hexoseresorption im Darm mit Phlorrhizin ge- 
4 hemmt werden kann (Nagano 1902, Lundsgaard 1933, Wert- 


heimer 1933). DaB auch die Hexoseresorption im 


-Darm hemmt, scheint mir ein weniger wichtiges Argument zu 


| sein, da die Jodessigsture nicht als ein spezifisch phosphory- 


lierungshemmendes Gift angesehen werden kann. Bei einer Be- 
wertung der méglichen Giiltigkeit der Hypothese fiir die Darm- 
resorption muB beriicksichtigt werden, da8 es bisher noch nicht 
gelungen ist, Phosphorylierungs- oder Dephosphorylierungsprozesse 
im Darm nachzuweisen, deren Intensitit mit der Hypothese ver- 
einbar wire. Die in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten, orien- 
tierenden Versuche deuten wohl mehr dahin, daB die Phosphory- 
lierungs- und Dephosphorylierungsprozesse in der Darmschleim- 
haut eine viel geringere Geschwindigkeit haben als erforderlich 
ist, wenn die Hypothese iiber den Zusammenhang von Phosphory- 
lierung und aktiver Hexoseresorption aufrecht erhalten werden sollte. 


Zusammenfassung 
Das s&urelésliche Phosphat in der Rattenschleimhaut verteilt 
sich in folgender Weise: 


Anorganisches Phosphat .. . 
Leicht hydrolysierbares organisches Phosphat css 
Schwer hydrolysierbares organisches Phosphat. . . 37 °/, 


Die Verteilung des siiureléslichen Phosphats auf die ver- 
schiedenen Fraktionen ist in der Schleimhaut von Kaninchen- 
und Katzendarm nicht wesentlich von der im Rattendarm ge- 
fundenen Verteilung verschieden. Auch die Menge des gesamten 
siureléslichen Phosphats ist bei den genannten Tierarten etwa 
die gleiche. 

Wihrend der Glucoseresorption wird der Gehalt der Ratten- 
darmschleimhaut an anorganischem Phosphat in maibigem Grade 
vermindert. Gleichzeitig wird die Menge des leicht hydrolysier- 
baren organischen Phosphats entsprechend erhdht. Die Menge 
des gesamten siureléslichen Phosphats bleibt unveriindert. In 
dem s&ureléslichen Phosphat der Katzendarmschleimhaut lassen 
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sich waihrend der Glucoseresorption keine sicheren Veranderunge | 


nachweisen. 
Wiahrend der Fructoseresorption wird der Gehalt der Rattep. 
darmschleimhaut an organischem Phosphat wesentlich verringert 


Gleichzeitig steigt der Gehalt an leicht hydrolysierbarem Phos. : 
phat erheblich, da auch die schwer hydrolysierbare Fraktion de — 


organisch gebundenen Phosphats abnimmt. Die Menge des ge. 
samten saureléslichen Phosphats wird méglicherweise in mafigen 
Grade erhéht. Entsprechende Veranderungen, die aber weniger 
ausgesprochen sind, kénnen in der Schleimhaut von Katzen- und 
Kaninchendarm bei der Fructoseresorption beobachtet werden. 

Die Anderungen in der Verteilung des siiureléslichen Phos. 
phats bei der Fructoseresorption sind eine rein lokale Erscheinung, 
die nur in den Darmteilen auftritt, wo Fructose die Schleimhaut 
passiert. 

Der Glykogengehalt der Darmschleimhaut wird durch die 
Fructoseresorption nicht veriindert. 

Orientierende Versuche deuten darauf hin, dab die Dephos- 
phorylierungsprozesse, und somit auch die Phosphorylierungs- 
prozesse, in der unverletzten Darmschleimhaut mit sehr geringer 
Geschwindigkeit ablaufen. 
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Untersuchungen iiber den Umsatz der Brenztraubensdure 
beim Menschen*) 


Von 


P. E. Simola und F.-E. Krusius 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitit Helsinki) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17- Juli 1939) 


Die vorliegende Arbeit stellt ein Glied in einer Reihe von 
experimentellen in vivo- und in vitro-Untersuchungen dar, deren 
Zweck es war AufschluB iiber den Umsatz von «-Ketosiuren, 
besonders der Brenztraubensiiure zu erhalten. Veranlassung zu 
diesen Untersuchungen hatten die friiheren B-Avitaminoseversuche 
yon Simola ergeben. Nach einer alten Arbeit vom Jahre 1932?%), 
die schon auf eine nahe Beziehung der Co-Carboxylase zu der 
B-Vitamingruppe gedeutet hatte, war spiter von Simola’) fest- 
gestellt worden, daB bei B-avitaminotischen Zustiinden im Ratten- 
harn groBe Mengen «-Ketoglutarsiiure ausgeschieden werden, und 
daB dabei auch im Blut eine Steigerung des Ketosiuregehalts 
vorkommt. Um die Erscheinungen bei B-Avitaminosen zu erkliren 
erwies es sich notwendig auch iiber den normalen Umsatz von 
a-Ketosiuren, sowohl in vivo- als auch in vitro-Untersuchungen 
anzustellen, wobei dem Nachweis der Zwischen- und Endprodukte 
besondere Aufmerksamkeit gewidmet wurde. 

Bei den ersten in vivo-Versuchen wurden vorwiegend Ratten 
verwendet4—®), bei den spiteren Versuchen auch grdéBere Tiere. 
Da in der Literatur iiber den Stoffwechsel der a-Ketosiuren beim 
Menschen damals fast gar keine Angaben zu finden waren und diese 
Frage aus manchen Griinden interessant erschien, wurden die 
Belastungsversuche mit Brenztraubensiiure auch auf den Menschen 
ausgedehnt, dies mit der Absicht gleichzeitig auch einige klinisch- 
physiologische «-Ketosiureuntersuchungen einzuleiten. Vom 
Standpunkte klinischer Untersuchungen z. B. iiber B,-Vitamin- 
mangelkrankheiten beim Menschen und eventueller Stérungen des 


*) Uber die Resultate der Arbeit ist bereits auf dem 16. Internationalen 
PhysiologenkongreB kurz berichtet worden’). 
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a-Ketosiureumsatzes bei anderen pathologischen Zustiinden schien 
es natiirlich vor allem wichtig Aufschlu8 iiber den normalen Stoff- 
wechsel dieser SAuren im menschlichen Organismus zu erhalten*,, 

Uber Belastungsversuche mit Brenztraubensiure bei Tieren 
kommen schon einige altere Angaben in der Literatur vor. Sv 
wird nach Mayer’) nach Verabreichung von groBen Mengen 
Brenztraubensiure bei Kaninchen und Hunden eine starke Gluco- 
surie hervorgerufen, Ferner soll neben Brenztraubensiiure etwas 
racemische Milchsiure ausgeschieden werden. Karczag’) konnte 
dagegen bei Belastung von Ratten keine derartigen Verinderungen 
nachweisen. Toenniessen und Prell®) glaubten im Harn yon 
Kaninchen nach subkutanen Injektionen von brenztraubensaurem 
Natrium Bernsteinséiure zu finden. (Bei spiteren Durchblutungs- 
versuchen mit Brenztraubensiure kamen dann Toenniessen und 
Brinkmann?) zu dem Resultat, daB in Sdugetierextremitiiten 
aus Brenztraubensdure Bernsteinsiure und Ameisensiure gebildet 
wirden.) Ausfihrlichere Untersuchungen, wobei die Zusammen- 
setzung des Harns nach Verabreichung von Brenztraubensiure 
griindlich unter Anwendung von quantitativen Methoden unter- 
sucht worden wire, sind in der friiheren Literatur nicht zu finden. 

Die ersten Belastungsversuche mit Brenztraubensiure, die in 
diesem Laboratorium vor mehr als 2 Jahren ausgefiihrt wurden‘, 
ergaben bei systematischer Untersuchung des Harns, daB bei 
Ratten nach Verabreichung von Brenztraubensiure merkwiirdiger- 
weise wie bei B-avitaminotischen Zustiinden groBe Mengen «a-Keto- 
glutarsiure ausgeschieden wurden, ein Befund der deutlich fir 
die besondere Bedeutung der «-Ketoglutarsiure im Stoffwechsel 
sprach. Hinsichtlich anderer Harnbestandteile war besonders auf- 
fallig eine starke Erhéhung des Citronensiurengehalts verglichen 
mit den entsprechenden Normalwerten. Im Gehalt an Brenz- 
traubensiiure, Milchsiure und Acetonkérpern wurde eine relativ 
kleine Zunahme, im Gehalt an Acetaldehyd und Bernsteinsiiure 
keine Erhéhung gefunden. 

Auf Grund dieser Ergebnisse bei Ratten erschien es darum 
von besonderem Interesse bei Menschenversuchen den Gehalt an 
a-Ketoglutarsiure und Citronensiure durch quantitative Methoden 
zu ermitteln. Daneben wurde wie bei den Tierversuchen auch 


*) Im AnschluB an diese Arbeit ist schon eine vorliufige klinische 
Untersuchung tiber das Vorkommen von a-Ketosiiuren und einigen anderen 
intermediiiren Stoffwechselprodukten im Blut und Harn bei Diabetes sowie 
Leber- und Nierenkrankheiten von Krusius und Vesa erschienen"’). 
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dem Gehalt des Harns an Brenztraubensiiure, Milchsiure, Bern- 
steinsture und Acetonkérpern Aufmerksamkeit gewidmet. Auf 
die urspriinglich geplante Bestimmung von Apfelsiure und Alanin 
muBte wegen der zeitraubenden anderen Analysen verzichtet werden. 


Methodisches 


Die Bestimmung von Brenztraubensiure und «-Ketoglutarsiure im 
Harn geschah nach den Arbeitsvorschriften von Krusius?’), der seit 1936 
mit der Ausarbeitung brauchbarer Methoden fiir die Bestimmung der «-Keto- 
siuren, vor allem der Brenztraubensiure und a-Ketoglutarsiure beschiiftigt 
gewesen ist. 

Die Hauptgrundsitze dieser Methoden sind folgende: Die Brenztrauben- 
siure wird mit Zinkpulver und Schwefelsiure zu Milchsiure reduziert und 
danach auf bekannte Art und Weise mit der Apparatur von Lieb und 
Zacherl'’) neben der priformierten Milchsiure bestimmt. Die « - Keto- 
glutarsiure wird zusammen mit anderen Ketonkérpern im Harn durch 
schwefelsaures 2,4-Dinitrophenylhydrazinreagens ausgefiillt, die Hydrazone 
werden mit Ather extrahiert, wonach die Hydrazone in schwefelsaurer 
Lisung mit Kaliumpermanganat oxydiert werden. Hierbei wird das Hydrazon 
der «-Ketoglutarsiure zu Bernsteinsiure oxydiert, welche dann nach Aus- 
fillung als Silbersalz gravimetrisch bestimmt wird. 

Bei der Bernsteinsiurebestimmung wurde die Harnportion, aus welcher die 
a-Ketoglutarsiure als 2,4-Dinitrophenylhydrazon extrahiert worden war, auf 
ein kleines Volumen eingedampft, mit wasserfreiem Natriumsulfat aufgenommen 
und 24 Stunden im Soxhlet-Apparat extrahiert. Hiernach wurde der Ather 
abgedampft, der Riickstand in schwefelsaurer Lésung mit tiberschiissigem 
Kaliumpermanganat behandelt, zwecks Zerstérung anderer mit Ather extrahier- 
barer Substanzen. Nach vollendeter Oxydation wurde die Lésung auf ein 
kleines Volumen eingedampft, wieder mit Natriumsulfat aufgenommen und 
im Soxhlet-Apparat extrahiert und die Bernsteinsiure wie bei der «-Keto- 
glutarsiurebestimmung als Silbersalz ausgefillt und gewogen. Diese Methode 
ist aus mehreren Griinden nicht ganz exakt, diirfte aber trotzdem zeigen, 
ob im Bernsteinsiuregehalt des Harns gré8ere Schwankungen vorkommen. 

Die Citronensiiure wurde mittels der Pentabromacetonmethode von 
Pucher, Sherman und Vickery") bestimmt. 

Fiir die Bestimmung des Gesamtacetongehalts wurde die Methode von 
Lauersen"™) gewihlt, die in diesem Laboratorium seit 2 Jahren bei Be- 
stimmung von Acetonkérpern in brenztraubensiurehaltigen Lésungen ver- 
wendet worden ist. Obgleich die Brenztraubensiiure die Neigung hat bei 
Destillation aus wiBrigen Lésungen in das Destillat iiberzugehen und 
bekanntlich die gleiche Salicylaldehydreaktion wie Aceton gibt, kann die 
storende Wirkung der Brenztraubensdéure unter Anwendung der Methodik 
von Lauersen, wie schon friiher hervorgehoben wurde"), unberiicksichtigt 
gelassen werden. Andere Acetonbestimmungen erwiesen sich bei ihrer Priifung 
als weniger brauchbar. 


Belastung mit Brenztraubensaure 
Bei dem ersten orientierenden Versuch wurden 50 g frisch 


redestillierte Brenztraubensiiure (0,588 g pro Kilogramm Kérper- 
15* 
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gewicht) eingenommen, die vorher vorsichtig mit starker Natrium. 
hydroxydlésung auf etwa p,, 5,5 gebracht und dann mit Wasser 
auf ungefihr 300 ccm verdiinnt wurde. Mit Ausnahme von eine; 
leichtem Ubelkeitsgefiihl wurde diese Quantitat gut vertragen. 

Im Sammelharn von 24 Stunden wurden dann eine Reihe 
qualitativer Untersuchungen und die oben erwaihnten quantitativey 
Bestimmungen mit Ausnahme der Acetonbestimmung ausgefiihrt, 
Zum Vergleich diente der normale Sammelharn von 24 Stunden, 
der gerade am Tage vor der Belastung gesammelt worden war, 

Bei der qualitativen Untersuchung des Belastungsharns fielen 
die iiblichen Proben auf Zucker (N ylandersche Probe) und Aceton- 
kérper (Gerhardts und Legals Probe) negativ aus. Dagegen war 
die Probe von Simon-Piaux auf Brenztraubensiiure schwach 
positiv. Das iibliche Carbonylreagens, 2,4-Dinitrophenylhydrazin, 
ergab im Belastungsharn ein deutlich positives Resultat. Beim 
Versetzen einer Probe des Sammelharns, die mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt war, mit '/,-Volumen Hydrazinreagens 
(1°/,ige 2,4-Dinitrophenylhydrazinlésung in 2n-HCl, heiB 
bereitet, gerade vor dem Gebrauch) entstand sofort eine starke 
Fallung, die sich in Alkali léste und deswegen offenbar aus 
einem Carbonylsaéurehydrazon bestand. Im Kontrollharn, der vor 
der Belastung gesammelt worden war, fielen die oben erwihnten 
Reaktionen negativ aus. (Mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin entstand 
erst nach mehreren Minuten eine leichte Triibung.) 

Um den Charakter des 2,4-Dinitrophenylhydrazinniederschlags 
eingehender zu untersuchen, wurden 50 ccm Harn mit derselben 
Menge Wasser verdiinnt und der Verdiinnung '/,-Volumen der 
Hydrazinlésung von oben erwihnter Zusammensetzung zugesetzt. 
Die gebildete starke Fallung wurde unmittelbar mit der Nutsche 
von der Fliissigkeit abgesaugt, 3 mal mit 0,5 n-HCl und 2 mal 
mit Wasser gewaschen, dann in 5°/, Natriumcarbonat gelést, mit 
Salzsiiure wieder ausgefillt und mit verdiinnter Salzsiure und 
Wasser wie friiher gewaschen. Nachdem das Loésen in Alkali, 
Fallen mit Salzsiure und Waschen der Fiallung noch 2 mal wieder- 
holt worden war, wurde die gewonnene gelbe Verbindung aus 
Athylacetat auskrystallisiert. Die derart gereinigte 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazinverbindung schmolz bei 222—224°, loste sich leicht 
in Alkali unter Bildung von gelb bis gelbbraun gefarbten Liésungen 
und verhielt sich im iibrigen wie das 2,4-Dinitrophenylhydrazon 
der synthetisierten a-Ketoglutarsiure und das aus dem Rattenharn 
bei B-Avitaminosen und nach Verabreichung von Brenztraubensiure 
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gewonnene 2,4-Dinitrophenylhydrazon der ausgeschiedenen «-Keto- 
glutarsiure. 
Die Mikrostickstoffanalyse ergab: 


8,006 mg Subst.: 0,454 cem N (25°, 757 mm). 


Fiir das 2,4-Dinitrophenylhydrazon der a-Ketoglutarsiiure 
Ber. N 17,18 Gef. N 17,22. 


Die Resultate der quantitativen Untersuchungen des Sammel- 
harns vor und nach Belastung mit Brenztraubensidure sind in der 
Tab. I wiedergegeben. 

In Ubereinstimmung mit den ersten quantitativen Proben 
ergab die quantitative Bestimmung eine relativ starke Erhéhung 
des Gehalts an a-Ketoglutarsiiure, deren Prozentgehalt mehr als 
0,1°/, betrug, so dab die Gesamtausscheidung die normale um 
mehr als das 40 fache iiberstieg. Die Erhéhung der Brenztrauben- 
siure belief sich im Vergleich zu dem Kontrollharn nur auf etwa 
das Doppelte, wihrend die Milchsiiurewerte etwas mehr, auf etwa 
das 5fache gestiegen waren. Auch der Citronensiuregehalt des 
Harns war etwa auf das Doppelte erhéht. Dagegen war die 
Ausscheidung der Bernsteinsiiure in beiden Sammelharnen nur 
ganz gering. 

Bei dem folgenden Belastungsversuch nach einigen Monaten 
(dieselbe Versuchsperson!) wurde das Hauptgewicht auf die zeit- 
liche Verfolgung des Verlaufs der a@-Ketoglutarsiure-, Citronen- 
siure- und Acetonkérperausscheidung gelegt. Die eingenommene 
Menge war, wie in dem ersten Versuch, 50 g Brenztraubensiure, 
die wiederum auf p,, 5,5 neutralisiert wurde. Die Untersuchung 
der Harnportionen erfolgte direkt vor der Belastung und dann 
nach 1, 2, 4, 6, 8 und 10 Stunden. Ferner wurde der Nachturin 
von 10—24 Stunden nach der Belastung gesammelt und getrennt 
untersucht. Nach Bestimmung der «-Ketoglutarsiure, Citronen- 
siure und der Acetonkérper und nach Vornahme einiger quali- 
tativer Reaktionen wurde der Rest (200 ccm von 723 ccm) der 
Harnfraktionen von 1—10 Stunden nach der Belastung kombiniert, 
in ihm wurde auBer der Citronensiiure die Milchsiiure und 
Brenztraubensiiure bestimmt. Die aus diesen Bestimmungen er- 
haltenen Werte sind in der Tab. II in Klammern angefiihrt, da 
sie natiirlich nicht ein véllig exaktes Bild der Gesamtausscheidung 
dieser Siuren wihrend der ersten 10 Stunden nach der Belastung 
geben. In dem Nachturin von 10—24 Stunden nach der Be- 
lastung wurden alle die oben angegebenen Verbindungen bestimmt. 


j 
ig 
in. 
ser 
3 
en 
3 
ihe 
q 
ren 
; 
en, 
ar, 
i, 

ch 

| 

im 

u- 

4 

or 

Wis 

; 

j 

lf 

Wa 

t 
{ 
| 
% 
pl 
i 
| 
| 
] 
] 
] 
i 
| 
| 
‘ 


914 P. E. Simola und F.-E. Krusius, Unte 


Tabellll 
Belastung nim 
Versug 


(50 g frisch redestillierte Brenztraubensiure mit Natriumhydroxyd auf py etwaj 
0,588 g Brenztraubensiy 


Harn- + Ausfillung 
menge zeit d 
pro & | Hydrazo, 
24 Stdn. | Gewicht fiillung | - 
in ccm = in Sek lo | 
Normalharn. .... 1064 1,011 >60" 2.8 | 
Belastungsharn . . . 1023 1,026 
Belastung nimprenztr: 
Versu 
(Belastung wie in Versuch fieselbe 
= = 
Harn- Ausfiillung «-Ketogl 
menge = | & | zeit der siiur 
pro Zeit- P Hy drazon- 
einheit | Gewicht | § pe] fiillung 
in ecm in Sek, lo 
Harnprobe vor der 
Belastung: 
1 Std. danach . . 133 1,013 + >60" 35,3 
218 | —~ | | + | — | 
126 1027 | — | — | + | — | 107-1" 97,1 
10 ,, 65 1,031 > 2.6 
1—10 Std. nach der 
Belastung. .. . 723 
(Kombinierte Reste 
der Harnproben 
von 1—10 Std.) *) (200) 
10—24 Std. nach der ; 
Belastung. . . . 1800 1,007 60 
Summe der Aus- 
scheidung in 24 Std. 2523 


Belastun 


*) Der kombinierte Rest der Harnproben von 1—10 Stunden nach 4 
erhaltene 


Acetons nur 200 wihrend insgesamt 728 ccm ausgeschieden wurden. D 
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bbracht. Versuchsperson P. E.S:la 85 kg Kérpergewicht. Pro Kérperkilogramm 
nd 0,154 g Natrium) 


Keto lutar- Bernstein- Brenztrauben- 
ng mg mg mg mg 
se oa st. | Sage. | ™E lo} gage | oa st. | oa se. 
| «2,9 | 81 | 25,9 | 275 | 12,9 | 138 83 88 
95" Mois | 1248 | 1,2 13 59,0 | 604 | 74,8 | 765 | 25,9 | 265 
bell 
1¢ 
uch Versuchsperson) 
-Ketoglutar- Citronen- Brenztrauben- 
AZOD- 
ung | 0 0 0 
| mg | mg-/, | mg | mg-°/,| mg | mg-"/)| mg | 7-"/, mg 
23 36,0 36,6 
| 
60’ 35,3 47 27,5 37 | 38,3 0,05 
170,9 188 63,8 68 | 230.0 | 0,25 
15" 2391 66,5 | 145 695,0 = 1,52 
13" 7,1 | 128 86,7 | 109 530,0 0,67 
60 63 4 | 181,5 97 | 
26 900 | 59 | 
880 515 (> 2,5) 
(75,8) | (548) | (43,9) | (317) | (13,2) | (95) 
0" 28 50 24,2 | 436 15,8 | 284 5,0 | 90 580,0 | 10,44 
930 951 (601) (185) | (> etwa 13,0) 


Belastung betrug nach Bestimmung der «-Ketoglutar-, Citronensiure und des 


Dig@erhaltenen Werte sind daher nur in Klammern angefiihrt worden. 
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Durch Zusammenrechnen der nach den verschiedenen Zeit. 
perioden ausgeschiedenen Mengen wurde die Gesamtausscheidung 
in 24 Stunden berechnet. Auch hier sind die Werte fiir Milch. 
siure und Brenztraubensiure in Klammern angegeben, da dic 
Tagesausscheidung nur mit dem oben angefiihrten Vorbehalt gilt, 
Die Acetonausscheidung nach 24 Stunden kann auch nicht exakt 
angegeben werden, da aus praktischen Griinden 2 Harnportionen 
(nach 8 und 10 Stunden) nicht quantitativ auf Aceton gepriift 
werden konnten; jedoch betrug die Gesamtausscheidung wenigstens 
mehr als 13 mg. 

Bei Verfolgung der «-Ketoglutarsiiureausscheidung wurde 
qualitativ nach 2 Stunden eine deutlich positive Fallung mit dem 
Hydrazinreagens festgestellt, quantitativ konnte schon nach 1 Stunde 
eine leichte Erhéhung beobachtet werden, wie aus der Tab. II 
hervorgeht. Am stirksten war die Ausscheidung innerhalb der 
2.—6. Stunde. Danach wurden wieder fast normale Werte ge- 
funden. Eine Erhéhung der Citronensaiurewerte war erst nach 
2 Stunden festzustellen. Deutlich erhéhte Citronensiurewerte 
wurden aber erst in den Harnportionen nach 4, 6 und 8 Stunden 
gefunden. 


mg mg 
500-4 500 
nm 
oO 
400-4 400 
N 
300-4 300 
204 
Ven) 
100- 
50- 
YYW 50 
1 2 4 6 8  10Std. 


Schema zu Tab. II 


Graphische Darstellung der a-Ketoglutar- und Citronensiureausscheidung nach 
Belastung mit 50 g Brenztraubensaure 


Gefiillte Siulen = a-Ketoglutarsiure in mg 
Schraffierte Sdulen = Citronensiure in mg 


Um den zeitlichen Verlauf der Ausscheidung der «-Keto- 
glutarsiiure und Citronensiiure zu veranschaulichen, wurden die 
mit den einzelnen Harnportionen ausgeschiedenen Mengen auch 
graphisch dargestellt (vgl. das Schema zu Tab. II). 
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Nach 2 Stunden lieB sich auch im Gehalt des Harns an Ge- 
samtaceton (priformiertes Aceton und Acetessigsiiure) eine relative 
Erhéhung nachweisen. Am stirksten war die Erhéhung der 
Acetonausscheidung in den Harnportionen, die 4 und 6 Stunden 
nach der Brenztraubensiureeinnahme entleert wurden. Trotz der 
deutlichen quantitativen Steigerung war der absolute Acetongehalt 
in den verschiedenen Harnfraktionen so gering, daB die tblichen 


qualitativen Proben auf Aceton und Acetessigsiure negativ ausfielen. 


Die errechneten Werte der Gesamtausscheidung der unter- 
suchten Verbindungen in 24 Stunden stimmten im iibrigen relativ 
gut mit den Werten des zuerst ausgefiihrten Versuchs iiberein. 


Belastung mit Natriumbicarbonat 


AuBer diesen wurde 
nach lingerer Zeitspanne bei derselben Versuchsperson noch eine 


 Belastung mit einer groBen Menge Natriumbicarbonat angestellt. 


Dies in der Absicht, Aufschlu8 zu erhalten, inwiefern die beob- 


E achteten Erscheinungen auf eine bloBe Alkaliwirkung des Alkali- 
_ salzes der eingenommenen Brenztraubensaure zuriickzufihren waren. 


Die eingenommene Bicarbonatmenge war dem Natriumgehalt 


des brenztraubensauren Natriums der friiheren Versuche iquivalent 


und betrug 48 g (0,153 g Natrium pro Kilogramm Kérpergewicht). 
Hierbei wurde vor allem die Gesamtausscheidung in 24 Stunden 
von ¢-Ketoglutarsiure, Citronensiure, Gesamtaceton und f-Oxy- 
buttersiure bestimmt. Zeitlich wurden ferner Verinderungen des 
Harn-p,,, die qualitative 2,4-Dinitrophenylhydrazinprobe und die 
Citronensiureausscheidung verfolgt. Zum Vergleich wurde auBer- 
dem der Sammelurin von 24 Stunden vor der Belastung, und 
24—48 Stunden (2. Tag) nach der Belastung auf gleiche Art unter- 
sucht (vgl. Tab. ITD). 

Die Ergebnisse sind in der Tab. III zusammengefaBt. Wie 
aus der Tab. III hervorgeht, ist die qualitative Hydrazinprobe 
wihrend des ganzen Versuchs negativ. Bei der quantitativen 
«-Ketoglutarsiurebestimmung wurden im Sammelharn 85 mg ge- 
funden, was gegeniiber dem Kontrollharn vor dem Versuch (26 mg) 


| einer leichten Zunahme entspricht. Andererseits ist aber zu be- 
| merken, daB Werte von 60—80 mg «-Ketoglutarsiiure in 24 Stunden 
| Harn des 6fteren auch im Normalharn zu beobachten sind, wie 
- aus der Untersuchung von Krusius und Vesa!) hervorgeht. 


Das p,, des Harns stieg schon 1 Stunde nach der Belastung auf 
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é nach 4 Stunden und war selbst am nichsten Tage noch deutlich 
Die Citronensaiureausscheidung verhielt sich ganz ent- 


sprechend. Die Gesamtausscheidung innerhalb von 24 Stunden 
nach der Belastung war ungefahr von derselben GréBe wie nach 
der Natriumpyruvinatbelastung. Bemerkenswert jedoch ist, daB 
die gréBte Ausscheidung der Citronensiiure erst im Nachturin 
(8—24 Stunden nach der Belastung) erfolgt, wihrend bei dem 
Versuch mit Brenztraubensiure die gréBte Ausscheidung schon 
nach 6 und 8 Stunden eintrat. Auch am Tag nach der Bicarbonat- 
belastung (24—-48 Stunden danach) war noch ein deutlich erhéhter 
Wert gegentiber dem Sammelharn vor der Belastung zu beob- 
achten. — Was den Acetonkérpergehalt anbetrifft, konnte nach 
der Bicarbonatbelastung keine Verinderung konstatiert werden. 


Besprechung der Resultate 


In groBen Ziigen verliefen diese Versuche beim Menschen in 
gleicher Richtung wie die friher referierten Rattenversuche. Beim 
Vergleich der Ratten- und Menschenversuche ist jedoch zu be- 
merken, da, wie die quantitativen Bestimmungen zeigen, bei 
Ratten die e«-Ketoglutarsiureausscheidung relativ viel schwicher 
als die der Citronenséiure war. Beim Menschen dagegen waren, 
wie oben angefiihrt wurde, die «-Ketoglutarsiiure nach Brenz- 
traubensiurebelastung deutlich, die Citronensiiurewerte aber nur 
relativ schwach erhéht. Im ibrigen war es nétig den Ratten 
verhiltnismiBig viel gréfere Mengen Brenztraubensiiure zu ver- 
abreichen als beim Menschen, um deutliche Veriinderungen der 
Harnzusammensetzung hervorzurufen. 

Ks erhebt sich natiirlich die Frage, worauf die erwihnten 
Erscheinungen nach Brenztraubensiurebelastung zuriickzufiihren 
sind. Theoretisch laBt sich dabei an zwei verschiedene Mdglich- 
keiten denken: die alkalisierende Wirkung der Base des brenz- 
traubensauren Salzes (nach Verbrennung des organischen Teils 
des Salzes) oder die direkte Wirkung der Brenztraubensiiure selbst. 

Was die erste Méglichkeit anbelangt, hat man in letzter Zeit 
von verschiedenen Seiten hervorgehoben, daB die Alkalosis eine 
vermehrte Ausscheidung von Citronensiiure bewirkt [Fasold!, 
Ostberg!) Magnusson!) Siillmann und Schaerer”), Kuyper 
und Mattill®) Langecker”), Boothby und Adams”) u. a.]. 
Andererseits hat Krusius kiirzlich, wie an anderer Stelle dem- 
nichst ausfiihrlicher berichtet werden soll, beobachtet, daB eine 
langzeitige Verfiitterung mit einer stark alkalischen Diiit bei Ratten 
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eine deutlich vermehrte Ausscheidung von e«-Ketoglutarsiure zy; 


Folge hat. Der Organismus versucht offenbar durch diese Siure. 
bildung gegen die Alkalosis anzukiimpfen. 

Da aber im Bicarbonatversuch beim Menschen eine kaun 
bemerkbare Erhéhung des «-Ketoglutarsiuregehalts zu beobachten 
war und da auch bei Rattenversuchen die einmalige Verab. 
reichung grober Bicarbonatmengen keine so starke Vermehrung 
hervorrief, diirfte der Anteil der Alkalosis bei der starken Zn. 
nahme der Ausscheidung von «-Ketoglutarsiure nach Brenz. 
traubensdurebelastung von untergeordneter Bedeutung sein. 
gegen laBt sich die Erhéhung des Citronensiiuregehalts im Harn 
beim Menschen nach Belastung mit Brenztraubensiure leicht als 
Alkaliwirkung deuten, wie der Kontrollversuch mit Natriun- 
bicarbonat zeigt. — Bei den friiheren Rattenversuchen kann 
jedoch die groBe Steigerung der Citronensiureausscheidung nach 
Belastung mit Brenztraubensiiure kaum ausschlieBlich durch 
AlkalieinfluB erklart werden. 

Was die Wirkungsweise der Brenztraubensiure selbst an- 
belangt, haben wir anfangs 3 Méglichkeiten hinsichtlich des 
Bildungsmechanismus der «-Ketoglutarsiure und Citronensiiure 
in Erwaigung gezogen: 1. die Siuren entstehen direkt aus der 
Brenztraubenséure, bei deren weiteren eventuellen Abbau_ iiber 
Dicarbonsiuren, 2. die a-Ketoglutarsiure wird aus Glutaminsiiure 
durch Desaminierung gebildet und bewirkt dann weiter eine 
Stockung des Citronensiureabbaus und 3. die Brenztraubensiiure 
bewirkt irgendwie eine Stockung im normalen Abbau der im 
intermediaren Stoffwechsel gebildeten a-Ketoglutarsiure und 
Citronensiure. 

Betreffs der direkten Bildung von «-Ketoglutarsiure durch 
irgendeine Kondensation aus Brenztraubensiure haben bekanntlich 
Toenniessen und Brinkmann”) die Hypothese aufgestellt, dai 
die Brenztraubensiure iiber Diketoadipinsiure in Bernsteinsiure 
umgebildet werden kénnte. Wire diese Annahme stichhaltig, s0 
lieBe sich auch denken, daf die «-Ketoglutarsiure das erste 
Spaltungsprodukt der Diketoadipinsiure darstellt. Andererseits 
hat jiingst Krebs?’) behauptet, die a-Ketoglutarsiure aus 
Brenztraubenséiure und Essigsiure entstinde. 

Fiir die Méglichkeit der «-Ketoglutarsaiurebildung aus Glut- 
aminsiure durch Desaminierung haben schon die bekannten Unter- 
suchungen von Knoop2?—) und Krebs*) eine 
Unterlage gegeben. Von den Untersuchungen dieses Laboratoriums, 
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die mit dieser Frage nahe verkniipft sind, sei angefiihrt, daB 
nach den Befunden von Simola und Alapeuso*?) der alleinige 
Zusatz von Brenztraubensiure zu gewissen tierischen Geweben 
eine bemerkenswerte Bildung von Dicarbonsaéuren bewirkt, die 
sich fast ausschlieBlich als «-Ketoglutarsiiure und Bernsteinsiure 
' erwiesen haben. Bei systematischer Priifung verschiedener Bildungs- 
miglichkeiten hat sich spiter aber auch ergeben, dab die Glut- 
 aminsiiure in den betreffenden Gewebsarten in ziemlich grofen 
- Mengen zu finden ist, wie durch quantitative Methoden festgestellt 
- wurde, woraus man schlieBen kann, daB sie als Muttersubstanz 
fir die w-Ketoglutarsiure und Bernsteinsiure in Frage kommt. — 
DaB nach gleichzeitigem Zusatz von Brenztraubensiure und 
Glutaminsiure durch Umaminierung q@-Ketoglutarsiure im Tier- 
_ gewebe gebildet wird, haben bekanntlich schon Braunstein und 
Kritzmann%) nachgewiesen. 
: Auf Grund derartiger in vitro-Versuche ist es anzunehmen, 
auch bei Belastungsversuchen die Glutaminsiiure bei der 
e-Ketoglutarsiurebildung eine gewisse Rolle spielen kann. 
die Lisung dieser Frage wire es wichtig, in Zukunft bei Belastungs- 
_ versuchen im Harn auch Alanin- und Glutaminsiurebestimmungen 
' yorzunehmen. (Bei Belastungsversuchen von Ratten mit Glut- 
' aminsiure konnte jedoch keine deutliche Zunahme der a-Keto- 
glutarsiiureausscheidung festgestellt werden, woriiber noch an 
- anderer Stelle berichtet werden soll.) 
: Hinsichtlich der Rolle der Brenztraubensiure bei der Citronen- 
_ siurebildung sei in diesem Zusammenhange erwahnt, daB es nach 
_ den letzten Befunden von Simola, Hallman und Alapeuso**%5), 
' bei enzymatischen in vitro-Versuchen méglich ist durch Brenz- 
traubensiiture zusammen mit Fumarsiiure, Apfelsiure oder Oxal- 
 essigsiure eine deutliche Kombinationswirkung zu erzielen. Am 
_ stirksten kam dieser Kombinationseffekt nach den Versuchen von 
| Hallman zum Vorschein bei Zusatz von Brenztraubensiiure und 
_ Apfelsiiture zu Herzmuskelbrei. Hierbei kiime, wie Knoop und 
_ Martius*) auf Grund rein chemischer Versuche als erste hervor- 
' gehoben haben, als Hauptreaktion eine Kondensation zwischen 
Brenztraubensiiure und Oxalessigsiure in Betracht, welche letztere 
Siiure aus Apfelsiiure und Fumarsiiure entstehen kann. 

Das Vorkommen einer erhéhten Menge Milchsajure neben 
Brenztraubensiure nach der Brenztraubensiiurebelastung ist nicht 
schwer zu verstehen. Die Reduktion von Brenztraubensiiure zu 
- Milchsiure in tierischen Geweben ist schon seit langem bekannt 
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und nach den nunmehr herrschenden Ansichten geht der Haupt. 
weg der Milchsiurebildung gerade iiber Brenztraubensiure, 

Die Erhéhung des Gehalts an Gesamtaceton war gering, aber 
insofern interessant, als bei tierischen Geweben, wie vor langen 
Embden und Oppenheimer*) und spiter bekanntlich viele 
andere Autoren hervorgehoben haben, eine Acetonkérperbildung aus 
Brenztraubensiure festzustellen sein soll. Als Erklarungsméglich- 
keit hat u. a. Annau*’) vor kurzem die Bildung von Parabrenz. 
traubensiiure als ein Zwischenprodukt erwogen; nach Krebs und 
verliuft die Acetonkérperbildung iiber Acetbrenz. 
traubensiure, die aus Essigsiure und Brenztraubensiure ent- 
stehen soll. 

Unserer Auffassung nach ist aber vorlaufig die Méglichkeit 
nicht auszuschlieBen, daB die Brenztraubensiure durch eine 
Stockungswirkung die Anhiufung von Acetonkérpern verursachen 
kann. Gewisse Befunde, iiber welche spiter eingehender berichtet 
wird, scheinen etwas daraufhin zu deuten, daB ein Abbauweg der 
Acetonkérper wahrscheinlich iiber Brenztraubensiure verliiuft. 

Zum SchluB sei noch bemerkt, daB die Menge der nach 
Brenztraubensiurebelastung im Harn gefundenen Stoffwechsel- 
produkte nur einem Bruchteil der eingenommenen Brenztrauben- 
siure entsprechen. Der iiberwiegende Teil der Siure wird sicher 
bis zu Kohlendioxyd und Wasser verbrannt. Ein Teil diirfte 
auch in Kohlenhydrate umgewandelt werden. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber Belastungsversuche beim Menschen berichtet, 
wobei die Ausscheidung gewisser Harnbestandteile nach Kinnahme 
von 50 g Brenztraubensiure (als Natriumsalz) oder von 48 g 
Natriumbicarbonat (entsprechend dem Natriumgehalt des brenz- 
traubensauren Natriums) durch qualitative und quantitative Methoden 
untersucht wurde. 

Als charakteristischer Befund wurde nachgewiesen, da nach 
Belastung mit Brenztraubensiure stark erhéhte Mengen von 
a-Ketoglutarsiure ausgeschieden werden. Im 24 Stunden-Sammel- 
harn war die Menge der ausgeschiedenen «-Ketoglutarsiure mehr 
als 40 mal gegeniiber dem Normalharn erhéht. Ferner wurde 
nach Brenztraubensiurebelastung eine geringere Erhéhung der 
Ausscheidung von Brenztrauben-, Milch- und Citronensiiure sowie 
Acetonkérpern gefunden. Der Gehalt des Harns an Bernstein- 
siure war dagegen nicht erhdht. 
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Bei zeitlicher Verfolgung der Ausscheidung war eine Er- 


hohung des «-Ketoglutarsiuregehalts schon nach 1 Stunde fest- 


gustellen; am_ stiirksten war die Ausscheidung innerhalb der 


-9—6, Stunde. Kine Erhéhung des Citronensiure- und Aceton- 


gehalts wurde nach 2 Stunden konstatiert. Die Citronensiure- 
ausscheidung war am héchsten zwischen 4—10 Stunden nach der 
Belastung erhéht. Die Acetonkérperausscheidung war nach 4 bis 
6 Stunden am héchsten. 


Der Belastungsversuch mit Natriumbicarbonat ergab nur eine 


sehr geringe Zunahme der Der 
| Citronensiuregehalt war ungefihr gleich stark vermehrt wie nach 


Belastung mit Brenztraubensiure. Das Maximum der Citronen- 
siureausscheidung wurde spiter als bei der Pyruvinatbelastung 
erhalten; auch 24—48 Stunden nach der Belastung war der 
Citronensiuregehalt des Harns noch deutlich vermehrt. Im Aceton- 


_kérpergehalt des Harns war bei Bicarbonatbelastung keine Ver- 


inderung gegeniiber dem Normalharn zu beobachten. 
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| Uber die chemischen Umwandlungen der Triosephosphorsduren 


priparaten einen anderen Gesamtverlauf als in den lebenden 


' lebenden Muskel und in der Hefezelle kontinuierlich und schnell 
ohne Anhiufung von Zwischenprodukten abgebaut werden, verliuft 
| die Milchsiurebildung des Muskelextraktes ebenso wie die alko- 
holische Garung des Hefe-Macerationssaftes in 2 Phasen}); in der 
' ersten wird das vorhandene anorganische Phosphat mit Kohlen- 
' hydrat bei gleichzeitigem Abbau rasch verestert, wobei Spaltung 
'und Veresterung fast in stéchiometrischem Verhiltnis parallel 
_ laufen, in der zweiten Phase wird die angehaufte Hexosediphosphor- 
siure langsam abgebaut. 


_ hydratabbau der lebenden Zellen in prinzipiell gleicher Weise wie 
erlaubt, unsere seit 1933 gesammelten Erkenntnisse”**) auf die 
jene Abweichungen restlos aufgeklart sind. 

_ Kohlenhydratabbaues angewendet werden, sowohl fiir die Milchsdurebildung 
in tierischen und pflanzlichen Zellen, als auch fiir die Alkoholbildung der 


_ Hefe. Girung ist dann die spezielle Bezeichnung fiir jene Formen der 
; Glykolyse, die mit Gasentwicklung einhergehen. 


j Alcoholic Fermentation, London 1932. 


VI, 87 (1989). 


; (1937); vgl. auch Nilsson u. Alm, Biochem. Z. 286, 272, 373 (1936). 


bei der Glykolyse*) 
Von 


H. Jost und H. Emde 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1939) 


Der anaerobe Kohlenhydratabbau zeigt bekanntlich in Enzym- 


Zellen. Wahrend die Kohlenhydrate, Glykogen bzw. Glykose, im 


Mit gréBter Wahrscheinlichkeit verliuft der anaerobe Kohlen- 
derjenige in den Enzympriaparaten. Doch ist es nicht ohne weiteres 


Vorgiinge in den lebenden Zellen zu iibertragen, solange nicht 


*) In Anbetracht der weitgehend gleichartigen Abbauvorginge sollte : 
die Bezeichnung Glykolyse fiir alle Formen des biologischen anaeroben 


1, und 2. Harden-Youngsche Phase. Literatur vgl. bei A. Harden, 


*) G. Embden u. Mitarbeiter, Diese Z. 230, 1—96 (1934). 
‘) I. K. Parnas, zusammenfassende Darstellung, Erg. Fermentforsch. 


‘) O. Meyerhof, zusammenfassende Darstellung, Erg. Physiol. 39, 54 
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Die mit Anhiufung von Hexosediphosphorsiure einhergehende 
»VhosphatbeeinfluBbarkeit* tritt mit der Zerstérung der Zellstruktur in Er. 
scheinung; sie liBt sich z. B. schon bei der Verarbeitung der Muskulatuy 
fiir die Bereitung von MuskelpreBsaft feststellen 5) und ebenso beim Zerreihey 
der Hefezellen mit Sand °). 


Bei Verwendung von Trockenhefe tritt die Beeinflussung der Girung 
durch zugesetzte Phosphate nur dann in der geschilderten Weise typisch 
hervor, wenn die Hefe langsam getrocknet wird, wobei es zur Autolyse de; 
Zellen und zur ,,Desorganisation des Fermentsystems“ kommt’). 


Das weitere Studium der anaeroben Kohlenhydratspaltung 
mit Enzympraparaten fihrte in den letzten Jahren zur Aufklirung 
des merkwiirdigen Zusammenhanges von Phosphatveresterung und 
Oxydoreduktion. Es zeigte sich, daB die Aufnahme und Abgabe 
anorganischen Phosphats durch das Adenylsiuresystem mit der 


Wasserstoffiibertragung durch die Cozymase gekoppelt ist®); dabei | 


scheint auch die Cozymase selbst an den Phosphorylierungen 
beteiligt zu sein), 


Die eigentlichen Ursachen aber fiir den unterschiedlichen 
Verlauf der Milchsiurebildung in Muskelextrakten und der Girung 
in Macerationssaften gegentiber den glykolytischen Vorgingen in 
den lebenden Zellen sind auch heute noch nicht sicher bekannt, 
Zur Erklirung wurde angenommen, daf die Adenylpyrophosphatase 
in den lebenden Zellen viel wirksamer sei als in den entsprechenden 
Enzympraparaten; durch raschen phosphatatischen Zerfall der 
Adenylpyrophosphorsiure kénnte jedenfalls die zwangsliiufige 
Kopplung zwischen Phosphatveresterung und Oxydoreduktion 


fortlaufend gelést werden‘). 


Wir glauben aber auf Grund unserer eigenen Untersuchungen, 
daB der 2phasische Verlauf der Milchsiurebildung und der Giirung 
in Extrakten sicherlich mitbedingt ist durch die verschiedenartigen 
Umwandlungen der beiden Triosephosphorsiuren, die als erste 
Produkte bei der hialftigen Spaltung der Hexosediphosphorsiure 


(HdiP) entstehen. 


5) G. Embden, H. Jost u. M. Lehnartz, Diese Z. 189, 261 (1930). 
*) A. Harden u. M. G. Macfarlane, Biochemic. J. 24, 348 (1930). 
7) R. Nilsson u. F. Alm, Diese Z. 239, 179 (1936); Biochem. Z. 286, 


254, 878 (1936). 
8) O. Meyerhof, P. Ohimeyer u. W. Méhle, Biochem. Z. 297, 9, 
113 (1938); vgl. ferner Biochem. Z. 298, 396 (1988). 
* P. Ohlmeyer, Biochem. Z. 301, 189 (1939). 


Ch 

geb 

Ges 

seh 

Die 

Hei 

| diph 

der 

an 

diez 

Hdil 

Mole 

konr 

Pan 

von 

phos 

des 

| DaP 

saur 

Bede 

Phos 

dure 

dage 

fF in P 

neue 

be 

a 


 Chemische Umwandlungen der Triosephosphorsiuren bei der Glykolyse 297 


ende ; Bei dieser Spaltung werden je 1 Molekiil Dioxyacetonphosphorsiiure (DaP) 
CH,O-PO,H, 
ur 
und 1 Molekiil d(+)-Glycerin- 
na aldehydphosphorsiure (GaP) 
rung DaP GaP 


— gebildet. Die letztere lagert sich in den Muskelextrakten mit groBer Ge- 
ia - schwindigkeit in DaP um, so daB bei gehemmter Oxydoreduktion — z. B. 

ein dialysierten Extrakten — neben HdiP fast nur DaP nachweisbar ist. Die 
Geschwindigkeit der Isomerisierungsreaktion GaP ——> DaP muB jedenfalls 
UN§ & sehr groB sein im Vergleich zur umgekehrten Reaktion DaP —-> GaP. 


ung — Die reversible Zerfallsreaktion der Hexosediphosphorsiure wurde von der 
und Heidelberger Schule’) folgendermaBen formuliert: 
__\ DaP 


Es besteht also letzten Endeo ein zwischen Hexose- 
abel  diphosphorsiiure und Dioxyacetonphosphorsiure. Spaltung und Resynthese 
gen —& der HdiP wird durch das Aldolaseferment vermittelt, dessen Wirksamkeit 

' an die Anwesenheit von DaP gebunden ist’). Bekanntlich kénnen durch 
_ die Aldolase auch andere Aldehyde auBer der fiir den biologischen Aufbau zu 
hen F HdiP erforderlichen GaP mit der Ketotriosephosphorsiure aldolisiert werden. 
ung Bei der Resynthese von HdiP aus DaP muB also die Hilfte der DaP- 
' Molekiile zu GaP umgelagert werden. Die hierbei wirksame Isomerase 


— konnte bisher von dem eigentlichen Aldolaseferment nicht abgetrennt werden. 
—_ Wir gingen bei unseren Untersuchungen, die hauptsiichlich 
‘ast on Muskelextrakten und MuskelpreBsiften durchgefiihrt wurden, 
‘ von folgenden Fragestellungen aus: 1. Welche der beiden Triose- 


_ phosphorsiuren ist die unmittelbare Vorstufe der Phosphoglycerin- 
siure (Phgl) und damit der Milchsiure. 2. Welche Bedeutung hat 
das Gleichgewicht HdiP 2 DaP fiir den endgiiltigen Abbau 

des Hexoseesters. 


reD, Wegen der geringen, im Gleichgewicht zwischen HdiP und 
ung  DaP vorhandenen Konzentration von d-Glycerinaldehydphosphor- 
gen | siure erschien es zuerst fraglich, ob diese letztere iiberhaupt eine 


rste | Bedeutung fiir den weiteren desmolytischen Abbau zu Milchsiure 
ure — /hitte. Andererseits ist aber ihre Umwandlung in die natiirliche 
Phosphoglycerinséure (Phgl), die ebenfalls zur d-Reihe!) gehdrt, 
durch Dehydrierung ohne weiteres verstindlich. Fir die DaP 


30, dagegen ist nach unseren bisherigen Kenntnissen die Umwandlung 
30, [| 12 Phgl von vornherein unwahrscheinlich, zumal nachdem durch 
986,  neuere Untersuchungen von Fischer und Baer”) festgestellt 


q ) O. Meyerhof, K. Lohmann u. Ph. Schuster, Biochem, Z. 286, 
90, 3801, 319 (1986). 
: ") W. Kiessling u. Ph. Schuster, Ber. chem. Ges. 71, 123 one 
”) H.O. L. Fischer u. E. Baer, Naturw. 25, 589 (1987). 
16* 
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wurde, daB die bei der Glykolyse anfanglich  stattfindende 
Hydrierung*) von DaP zu einer Glycerinphosphorsiure der 1-Reihe 
fiihrt. Die letztere kann also auf keinen Fall auf dem direktey 
Wege zur Milchsaure liegen. Sie wird wieder zu DaP dehydriert, 

Durch Versuche iiber den Angirungseffekt der Triosephosphor. 
siuren ist es schon ,immerhin wahrscheinlich“ gemacht worden, 
daf die GaP durch die Cozymase dehydriert wird), 

In dem ersten Teil unserer Untersuchungen, die mit frischey 
Muskelextrakten ausgefiihrt wurden, hat sich gezeigt, daB die 
Glycerinaldehydphosphorséure (GaP) viel schneller in Milchsiiure 
umgewandelt wird als die Dioxyacetonphosphorsiure (DaP), selbst 
wenn die erstere als racemisches Priparat zugesetzt wird. Dieser 
Befund ist ein wichtiges Argument dafiir, daB die Glycerin. 
aldehydphosphorsaure tatsichlich die reaktionsfahige Abbaustute 
der anaeroben Kohlenhydratspaltung darstellt, zumal in unseren 
Versuchen die Milchsdéurebildung aus den beiden Triosephosphor- 
siuren Gegenstand vergleichender Untersuchung war. 

Fir die weitere Umwandlung der anderen Triosephosphor- 
siure, der Dioxyacetonphosphorsaiure (DaP), die neben der GaP 
bei der Spaltung der HdiP entsteht, bleiben — abgesehen von 
der rickliufigen Hydrierung*) zu 1-Glycerinposphorsiure — nur 
2 Umwandlungsméglichkeiten: einerseits die Isomerisierung zu 
GaP mit nachfolgender Umwandlung zu Milchsiure und anderer- 
seits die Resynthese zu HdiP durch die Aldolase nach Mafgabe 
der Gleichgewichtsreaktion 2 DaP=——HdiP. Auch im letzteren 
Fall muB, wie schon auf S. 227 erértert, die Halfte der Molekiile 
in Glycerinaldehydphosphorsiure umgelagert werden; bei der 
Spaltung entsteht wieder nur soviel GaP, wie in der Synthese 
vorhanden war. Der eigentliche Abbau der DaP erfolgt demnach 
also ausschlieBlich iiber die GaP, die beim Gleichgewicht zwischen 
HdiP und den Trioseestern nur in minimaler Konzentration vor- 
handen ist. 

Die Dehydrierung der GaP durch die Cozymase ist in 
Fermentpraparaten, wie schon erwaihnt, zunichst von der Phosphat- 
veresterung abhingig, und zwar in dem Sinne, daB die Phosphat- 
veresterung ohne begleitende Oxydoreduktion wohl fortschreiten 
kann, daB aber ein schneller Abbau der GaP durch Dehydrierung 


*) Bekanntlich tritt in der Initialphase der Glykolyse eine Dismutation 
zwischen GaP und DaP ein, wobei ein Molekiil d-Phosphoglycerinsdure und 
ein Molekiil 1-Glycerinphosphorsiure entstehen. Die letztere kann also nur 
nach Riickumwandlung zu DaP in eine Substanz der d-Reihe iibergehen. 
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| nur so lange vor sich geht, als gleichzeitig anorganisches Phosphat 


yerestert wird; Glucose oder Hexosemonophosphorsiure und im 
Muskel auBerdem noch Kreatin dienen dabei als Phosphat- 
acceptoren. Wenn diese oder das anorganische Phosphat auf- 


E gebraucht sind, geht die erste Harden- Young-Phase in die 


zweite iiber. 

Es erschien bis vor kurzem véllig unklar, weshalb die Dehydrierung 
durch die Cozymase mit der Phosphorylierung eines anderen Systems, ins- 
besondere mit der Aufnahme anorganischen Phosphats durch das Adeny]- 
siuresystem gekoppelt ist. Da weiter, wie die Heidelberger Schule an- 
nahm‘*), an Stelle dieses Vorganges zum Teil die Umesterungsreaktion, 
d. h. die Ubernahme organischen Phosphats aus Phosphobrenztraubensiure, 
treten kann, war bisher ein Zusammenhang zwischen den beiden ge- 
koppelten Reaktionen tiberhaupt nicht zu erkennen. 

Dureh die schénen kiirzlich veréffentlichten Untersuchungen von 
Negelein und Brémel"), die als Dehydrierungsprodukt der GaP eine 
Diphosphoglycerinsiure isolierten, wurden diese Zusammenhiinge weitgehend 
aufgedeckt. Danach nimmt die GaP noch ein weiteres Molekiil Phosphor- 
siiure, und zwar anorganisches Phosphat auf, wird dann dehydriert, worauf 
1 Molekiil Phosphat aus dem Oxydationsprodukt wieder verschwindet; dann 
verlaufen die Vorginge voraussichtlich in der bekannten Weise bis zur 
Entstehung der Brenztraubensiure weiter. Bis auf die Dephosphorylierung 
der sind alle vorhergehenden Reaktionen rever- 
sibel. Zur Ubernahme des Phosphatmolekiils aus Phosphobrenztrauben- 
siure ist die Anwesenheit von Adenyldiphosphorsiure erforderlich. Erst 
bei Anwesenheit dieses primiren Phosphatacceptors wird die Oxydations- 
stufe der Brenztraubensiiure festgelegt und die Dehydrierungen kénnen 
weiter verlaufen °). 

Damit erscheint die bisher ritselhafte Kopplung aufgeklirt, wenn 
auch diese Zwischenreaktionen an den 8-Kohlenstoffestern nicht in allen 
glykolysierenden Systemen absolut gleichartig zu verlaufen scheinen. Denn 
die von Negelein und Brémel isolierte Diphosphoglycerinsiure ist nicht 
identisch mit der zuerst von Greenwald entdeckten und von Jost") 
schon 1926 als Produkt der Blutglykolyse erkannten 2,3-Diphospho- 
glycerinsdiure. 


Da nach dem Voranstehenden also die Dehydrierung der 
GaP durch die Cozymase die Anwesenheit anorganischen Phos- 
phats, primare und sekundire Phosphatacceptoren erfordert, 
ist es verstindlich, weshalb einmal vorhandene HdiP in der 
2, Harden-Young-Phase nur langsam abgebaut wird. Nicht 
ausreichend aufgeklirt ist aber nach unserer Ansicht, weshalb 
in Fermentpriparaten iiberhaupt zur Anhiufung von HdiP 
ommt. 


*) Biochem. Z. 301, 185 (1939); vg]. Warburg u. Christian, ebenda 
301, 221 (1989). 
*) Diese Z. 165, 171 (1927). 
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Negelein und Brémel?%) sind der Meinung, daB in der 
lebenden Zelle nur die eine Halfte des Phosphats der Diphospho- 
glycerinsiure auf Zucker iibertragen wird, die andere Hilfte 
aber wieder frei wird, wihrend im Macerationssaft das gesamte 
Phosphat der Diphosphoglycerinsiiure der Veresterung mit Zucker 
unterliegt. Worauf dieser Unterschied beruht, ist noch nicht auf- 
geklart. Wir glauben, daB dieser Unterschied nur ein scheinbarer ist, 

Nach unserer Auffassung kommt die Anhiufung der HdiP 
dadurch zustande, daB infolge Schidigung eines bestimmten Fer- 
mentanteiles in den Praparaten nur die eine Hilfte der HdiP, 
nimlich die GaP schnell weiter abgebaut werden kann. 

Beriicksichtigen wir die auf S. 227 besprochenen Umwandlungs- 
moéglichkeiten der beiden Triosephosphorséuren im Hinblick auf 
den kontinuierlichen raschen Abbau der Hexosediphosphorsiiure 
in der lebenden Zelle, so erscheint dieser nur dann miéglich, 
wenn die GaP mit gréperer Geschwindigkeit aus der Reaktion ver- 
schwindet, d.h. dehydriert wird, als die Aldolasereaktion in Richtung 
der Synthese GaP + DaP = HdiP verlduft. Nach unserer Auf- 
fassung ist der Abbau der Triosephosphorsiuren schon in der 
ersten Harden-Young-Phase durch Substratmangel gehemmt, weil 
die bei der Spaltung der HdiP zur Hilfte entstehende DaP nur 
noch in geringem Umfang in die allein abbaufahige GaP um- 
gewandelt und dann dehydriert wird*). Die DaP-Molekiile bleiben 
aber nicht nur selbst liegen, sondern stabilisieren gleichzeitig eine 
dem Gleichgewicht**) entsprechende Menge von HdiP. Auf Grund 
dieser Auffassung, die durch unsere weiteren Versuchsergebnisse 
an dialysierten Muskelprefsiften gestiitzt wird, ergibt sich etwa 
die auf §. 231 folgende Formulierung fiir jene Vorginge, die in 
der ersten Harden-Youug-Phase zur Anhaufung des veresterten 
Phosphats fihren. 


*) Wieweit die Umwandlung der DaP in GaP durch Beeintrichtigung 
des eigentlichen dehydrierenden Systems in Fermentpriparaten gehemmt 
ist, kann mangels experimenteller Unterlagen noch nicht erértert werden. 
Doch wiire die stabilisierende Wirkung der DaP in diesem Falle ebenso 
vorhanden, wie bei der Schidigung der Isomerase, die auf Grund unserer 
Versuche vorwiegend angenommen wird. 

**) Bei den von uns gewihlten Anfangskonzentrationen an DaP 
(10,6—-1,7-10—?-mol.) und Versuchstemperaturen (20—28°) liegt dieser Gleich- 
gewichtszustand bei 20—30°/, DaP und 80—70°/, HdiP. Bei unseren Schlub- 
folgerungen ist die Lage des Gleichgewichtspunktes unwesentlich; wichtig 
ist dabei nur, daB die eine Hialfte des HdiP-Molekiils immer wieder durch 
die Gleichgewichtsreaktion festgelegt wird. 


lucos 


Gluco: 


| 
6v0 
al 
tin 
Zu 
(UWE 
is 
| §sa 
| 
ge 
tr 
| 
de 
| a 
| lueo: 
| 
= 
| 
8) 
j 


Chemische Umwandlungen der Triosephosphorsiiuren bei der Glykolyse 231 


Aus dem zweiten Teil unserer Untersuchungen geht namlich 
hervor, daB das umlagernde Ferment gerade bei der Umwandlung 
von DaP in GaP leicht gehemmt werden kann. Dies zeigt sich 
am deutlichsten in Versuchen mit dialysierten MuskelpreBsiaften; 
in diesen wird zugesetzte Dioxyacetonphosphorsaure nicht mehr bis 
zum Gleichgewichtspunkt in Hexosediphosphorsiure umgewandelt, 
wihrend nach Zusatz racemischer 
eine reichliche Synthese von Hexosediphosphorsiure*) festzustellen 
ist. Da in jedem Falle die Hialfte der zugesetzten Triosephosphor- 
siure zuerst in die andere umgewandelt werden mub, geht daraus 
mit Sicherheit hervor, daB das aldolisierende Ferment selbst nicht 
gehemmt ist, sondern nur das isomerisierende Teilferment. Dies 
tritt hier nur bei der Umlagerung von DaP in GaP hervor, weil 
die umgekehrte Reaktion viel schneller verliuft. Von der Bildungs- 
seschwindigkeit der GaP ist aber wieder der fortlaufende Abbau 


der HdiP abhiangig. 


A [P 
(HdiP] > [GaP] [Milchsiure] 
[DaP] 
Y ] 
Glucose| + > [HdiP 
[DaP] 
PO,H 
cose] (HdiP] —> [GaP] [Milchsiure] 
= [HdiP] + 2[DaP] + 2 [Milchsiiure] 
(HdiP]} = 2[DaP] 
Hlucose] + = [HdiP] + 2[Milehsiure] 


(Harden- Young-Gleichung 
fiir die Milchsiurebildung.) 


Die eckigen Klammern bedeuten molekulare Konzentrationen. Die 
sich anhiufenden bzw. liegenbleibenden Produkte sind fett gedruckt. 


*) Der aus racemischen Glycerinaldehydphosphorsiiure gebildete Hexose- 
diester ist mit gréBter Wahrscheinlichkeit 1-Sorbosediphosphorsiure. Die 
d-Komponente der GaP wird dabei in DaP umgewandelt und dann mit der 
|-Komponente, auf die die Isomerase nicht eingestellt ist, aldolisiert. 
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Ks erscheint uns durchaus méglich, daB auch in den andere 
Enzympraéparaten aus Hefe und Muskel eine Behinderung der 
Isomerisierungsreaktion in Richtung des langsameren Verlaufes 
DaP—+ GaP vorliegt, wenn sich auch hier noch ein echites 
Gleichgewicht zwischen der Ketotriosephosphorsiure und dem 
Hexosediester einstellt. Fiir Muskelextrakte wird die Behinderung 
der Isomerisierung, d.h. der Umwandlung DaP —> GaP schon 
dadurch wahrscheinlich gemacht, daB hier die Milchsiurebildung 
aus der DaP viel langsamer erfolgt als aus der GaP. 


Experimenteller Teil 


Methodisches. Jener Teil unserer Versuche, in denen die Geschwindig- 
keit der Milchsiurebildung aus den beiden Trioseestern festgestellt werden 
sollte, wurde an frischen Muskelextrakten ausgefiihrt, die aus weiber 
Kaninchenmuskulatur mit destilliertem Wasser bereitet waren’). Die Ver- 
suche der zweiten Art, in denen die Bildung von Hexosediphosphorsiure 
aus den Trioseestern untersucht werden sollte, haben wir an dialysierten 
PreBsiften aus weiBer Kaninchenmuskulatur durchgefihrt, wobei die Her- 
stellung in der am Frankfurter Institut iiblichen Weise") erfolgte. Die 
Dialyse wurde bei 0° in Cellophanschliuchen vorgenommen und dauerte 
5 Stunden. 

Bei jeder Versuchsart wurden 4—5 Ansitze exponiert, und zwar 
1 Leeransatz, je einer mit fiquivalenten Mengen von GaP und DaP, ein 
weiterer Ansatz, dem beide Triosephosphorsiuren zugleich zugegeben waren 
und in mehreren Versuchen noch ein Ansatz mit HdiP. Zu verschiedenen 
Zeiten, meist in Abstinden von 10 bis 20 Minuten, haben wir dann 2 cem 
der Ansiitze entnommen und darin das EiweiB durch Zugabe des gleichen 
Volumens einer Lésung von 5°/, Trichloressigsiure in n/2-Salzsiure gefillt. 
In einem Teil der Versuche haben wir die gleichen Ansiitze von vornherein 
mehrfach abgeteilt und die einzelnen ganzen Ansatzproben nach ver- 
schiedener Expositionszeit, wie oben, gefillt. 

Die Umwandlung der zugesetzten Substanzen wurde zuniichst durch 
Bestimmung der verschiedenen Phosphorsiurefraktionen in aliquoten Anteilen 
der enteiweiBten Filtrate ermittelt unter Zugrundelegung der entsprechen- 
den Werte in den Leeransiitzen und in den Zusatzfliissigkeiten. Wir haben 
dabei die von vornherein vorhandene anorganische Phosphorsiiure und die 
gesamte Phosphorsdure nach alkalischer Verseifung bestimmt. Nach diesem 
zuerst von Meyerhof und Lohmann”’) angewandten Verfahren, bei dem 
die Filtrieranteile einer 30 Minuten dauernden Einwirkung von n-Natron- 
lauge bei Zimmertemperatur ausgesetzt werden, kann auBer der abgespaltenen 
anorganischen Phosphorsiure die jeweils vorhandene Triosephospborsiure 
und zugleich die neugebildete Hexosediphosphorsdure ermittelt werden. 
Bei der alkalischen Verseifung wird nimlich nur die Phosphorsiure der 


15) O. Meyerhof, Biochem. Z. 178, 898 (1926). 
1*) Embden, Griesbach u. Schmitz, Diese Z. 98, 5 (1914). 
1”) Meyerhof u. Lohmann, Biochem. Z. 271, 98 (1934). 
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Trioseester, nicht aber diejenige der Hexoseester abgespalten. Die Triose- 
ester-Phosphorsiure wird daher als zusiitzliche anorganische Phosphorsiure 
nach alkalischer Verseifung erfaBt; die Menge der aus Trioseester gebildeten 
HdiP aber ergibt sich als Minderbetrag der Gesamtphosphorsiure nach 
alkalischer Verseifung gegentiber dem entsprechenden Anfangswert. Die 
anorganische Phosphorsiure selbst wurde als Strychnin—Phosphomolybdat 
gefiillt und gravimetrisch bestimmt '). 

In allen Versuchen wurde die Hexosediphosphorsiure auBer durch 
das angegebene Differenzverfahren auch nach der Reduktionsmethode von 
Embden und Jost’) bestimmt. In vielen Versuchen haben wir auch die 
Siurehydrolyse nach Lohmann”) durchgefiihrt und uns davon iiberzeugt, 
dab der bestimmte Hexoseester Hexosediphosphorsiure war. 

In den Versuchen mit frischen nichtdialysierten Muskelextrakten wurde 
die zugesetzte Triosephosphorsiure zum groBen Teil unter Abspaltung der 
Phosphorsiure in Milchsiure umgewandelt. Diese wurde nach dem Ver- 
fahren von Lehnartz?') bestimmt und mit der anorganischen Phosphor- 
siure verglichen. Bei der fiir die Milchsiurebestimmung nétigen Kupfer- 
kalkfillung der Kohlenhydrate macht sich eine empfindliche Stérung durch 
die noch vorhandenen Trioseester bemerkbar, da diese bei alkalischer Reaktion 
leicht unter Milchséurebildung gespalten werden. Wir haben daher zuerst 
die Trioseester nach dem Verfahren von Bauer und Ziegler*) mit Wasser- 
stoffsuperoxyd oxydiert oder eine Atherextraktion eingeschaltet. Am ein- 
fachsten lieB sich schlieBlich diese Stérung dadurch vermeiden, daB die 
Kupferkalkfaillung mit der gerade zur Ausfillung des Kupferhydroxydes 
notwendigen Menge Kalkmilch ausgefiihrt wurde. 

Die beiden Trioseester haben wir syuthetisch dargestellt, und zwar 
die d,l-Glycerinaldehydphosphorsiure nach dem Verfahren von Fischer 
und Baer*’) und die Dioxyacetonphosphorsiure nach der Methode von 
KieBling™). Auf die Darstellung von natiirlicher GaP muBten wir leider 
wegen der hohen Kosten verzichten. Da beide Trioseester wenig bestindig 
sind, wurde die Darstellung der DaP und die Fertigstellung der GaP aus 
der letzten Vorstufe jedesmal kurz vor einem Versuch neu durchgefiihrt. 
Unmittelbar vor dem Versuch wurden die beiden Trioseester nochmals als 
Calciumsalze mit Alkohol umgefillt, im Hochvakuum scharf getrocknet und 
dann sofort durch Zusatz der berechneten Menge Oxalat in die Natrium- 
salze tibergefiihrt; dabei wurde jede alkalische Reaktion durch Zusatz von 
etwas n/10-HCl vermieden. Trotz all dieser VorsichtsmaBnahmen enthielten 
unsere Triosephosphorsdiurepriparate immer noch geringe Spuren von 
anorganischer Phosphorsiiure, die allerdings bei den Umwandlungen nicht 
weiter stérten und bei der Analyse der Zusatzfliissigkeiten erfaBt wurden. 
Die in den einzelnen Versuchen verwendete Hexosediphosphorsiure haben 
's) G. Embden, Diese Z. 113, 138 (1921). 

*%) G. Embden u. H. Jost, Diese Z. 179, 24 (1928). Fiir die HdiP 
wurde der Umrechnungsfaktor 3 verwandt, da ihre Reduktion nur 1/, von 
derjenigen der Glucose ist. 

*°”) Biochem. Z. 194, 314 (1928). 

*1) Diese Z. 179, 1 (1928). 22) Diese Z. 247, 1 (1937). 

*8) Ber. chem. Ges. 63, 337, 1040 (1982). 

*4) Ber. chem. Ges. 67, 869 (1934). 


4 
4 
q 
pe 
3 
4 
4 
wie 
2 
ape 
3 
é 
3 
a 
& 


H. Jost und H. Emde, 


234 


wir in der tiblichen Weise aus Candiolin bereitet; nach Entfernung des 
Caleiums und der anorganischen Phosphorsiure wurde sie iiber das Barium. 
salz umgefallt und dann in das Na-Salz iibergefiihrt. 


Versuchsergebnisse 


Von unseren Versuchen, die wir also teils als Abbauversuche 
an frischen Muskelextrakten, teils als Gleichgewichtsversuche an 
dialysierten MuskelpreBsiften mit den beiden Triosephosphorsiuren 
ausgefiihrt haben, geben wir im folgenden nur einige charakte. 
ristische Versuchsbeispiele wieder, deren Ergebnisse*) wir mit der 
letzten zweckmiBigsten Arbeitsweise erhalten haben. 


Milchsiurebildungsversuche 
(an frischen, nicht dialysierten Muskelextrakten ausgefiihrt. 


Aus den Ergebnissen der Tab. I geht zunichst die Gleich- 


artigkeit der Milchsiurebildung aus Dioxyacetonphosphorsiure und 
Hexosediphosphorsiaure hervor. 


Tabelle I 


Jeder Ansatz enthielt 5 cem Muskelextrakt und 1 cem Zusiitze. 
Puffer: 0,25°/, Natriumbicarbonat. Versuchstemperatur: 36°. 


Milchsdure- (bzw. Triosephosphor- 
Zusatz Zeit) Siure-)Bildung | Alkalisch verseif- 
Abgesp. PO,H, bare PO,H, wie 
in mg |Min.J| in mg in d.Z.) in mg in in mg in 4.2. 
5| 0,5 18,5 1,1 40,7 11 40,7 
2,7 10] 1,3 48,1 0,6 22,2 0,8 29,7 
PO,H, {| 30] 2,5 92,6 0,0 0,0 0,2 1,4 
17,2 0,9 31,0 1,5 51,1 
2,9 10} 1,5 51,7 0,8 10,3 1,1 37.9 
PO,H, {| 30] 2,7 93,1 0,0 0,0 0,2 6,9 


In den Spalten 3 und 4 der voranstehenden 'abelle ist die 
wihrend der Exposition abgespaltene Phosphorsiure in Milligramm 
und in Prozent der zugesetzten Substanzen angegeben. Da unter 


*) Auch hierbei haben wir noch einzelne unwichtige Einzelergebnisse, 
z. B. die Zwischenwerte und die Werte solcher Ansitze, denen beide Triose- 
phosphorsiuren in halbiquimolekularen Mengen zugegeben waren, weg- 
gelassen. 
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den gewahlten Versuchsbedingungen nur die biologische Dephos- 
phorylierung im Stadium der Phosphobrenztraubensiure eintritt, 
muB eine diesen Phosphorsiurewerten entsprechende Menge an 
Milchsiure oder Brenztraubensiure vorhanden sein. Nach 20 bis 
30 Minuten dauernder Exposition ist das Aquivalent der Phosphor- 
siurebildung immer als Milchsiéure allein nachweisbar. Aus den 
Werten der Spalten 3 und 4 geht deutlich hervor, daB die Phosphor- 
siurespaltung und damit auch die Milchsiéurebildung aus beiden 
Estern in genau der gleichen Weise fortschreitet. Uberblickt man 
die Spalten 5 und 6, bzw. 7 und 8, so ergibt sich, daB zu den ver- 
schiedenen Expositionszeiten auch dhnliche Mengen von Triose- 
ester und Hexoseester vorhanden sind, wobei nur der jeweils 
zugesetzte Ester leicht tiberwiegt. Das zwischen Hexosediphosphor- 
siure und Dioxyacetonphosphorsiure bestehende Gleichgewicht 
macht sich also auch hier, bei ungehemmter Glykolyse bemerkbar. 
Die Werte der Spalte 8 zeigen direkt, daB der Ketotrioseester 
jedenfalls zum groBen Teil zuerst in HdiP umgewandelt wird; aus 
der Tatsache, daB die Milchsiurebildung aus der DaP nicht schneller 
verliuft als diejenige aus der HdiP kann iiberdies gefolgert werden, 
daB der direktere Weg von der DaP zur Milchsiure iiber die GaP 
unter den Versuchsbedingungen keine groBe Rolle spielt. Jedenfalls 
scheint die Jsomerisierungsreaktion DaP-——>» GaP im Muskel- 
extrakt ganz im Dienst der Resynthese zu HdiP zu stehen. 

In der Tab. II sind 2 Versuche enthalten, bei denen die 
Milchsiurebildung aus den beiden Triosephosphorsiiuren mitein- 
ander verglichen wurde. | 

Im ersten Versuch wurde nahezu doppelt soviel d,l-GaP 
mgesetzt wie DaP; die Mengen an natiirlicher abbaufihiger 
Substanz, namlich an d-GaP und DaP sind hier also ungefihr 
iquimolekular. Im zweiten Versuch, in dem annihernd gleiche 
Mengen beider Trioseester zugegeben waren, ist von der GaP nur 
die halbiquimolekulare Menge an abbaufihiger Substanz vorhanden. 
Abgesehen davon, daB die unnatiirliche Komponente der GaP bei 
linger dauernden Versuchen und hoheren Temperaturen auch 
ohne Fermenteinwirkung in merkbarem Mafe unter Phosphor- 
siureabspaltung zerfallt, wirkt sich ihre Anwesenheit vor allem 
dadurch stérend aus, daB sie einen betrichtlichen Teil der natiir- 
lichen d-GaP unter Bildung eines schwer abbaufahigen unbiolo- 
gischen Hexosediphosphorsiureesters festlegt, vg]. S. 238. Dennoch 
verlauft die Milchsiurebildung aus der zugesetzten GaP in jedem 
Falle betrichtlich schneller als diejenige aus DaP, wie sich aus 
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den Spalten 3 und 4 ergibt. In Versuch 1 ist nach 60 Minuten 
die gesamte d-GaP, in Versuch 2 4/, derselben schon nach 
30 Minuten in Milchsiure umgewandelt, wihrend die Milchsiiure. 
bildung aus dem Ketotrioseester weit dahinter zuriickbleibt. Siimt. 
liche Werte der abgespaltenen Phosphorsiure sind, wie erwiihnt, 
durch direkte Bestimmungen der gleichzeitig gebildeten Milchsiiure 


gesichert. 


Tabelle II 


Versuch 1: 20 cem Muskelextrakt und 4 cem Zusitze. Versuchstemperatur 28°, 
Versuch 2: Je 5ccm Muskelextrakt und 1 ccm Zusiitze. Versuchstemperatur 30°. 


Puffer: 0,25 °/, Natriumbicarbonat. 


a 


8 

Trioseester Hexoseester 

Zusatz Alkal. verseif bare |Nicht mehr alkalisch 

Abgespalt. PO,H, PO,H, verseifbare POH, 

in mg Min.| in mg | in °/, d.Z.J in mg | in °/,d.Z.J in mg | dl 

23,5 DaP = 20 6,3 46,7 2,9 21,5 4,3 31,8 
13,5 PO,H, 60 7,1 52,6 0,4 3,0 6,0 444 
40,9 GaP*) = { | 20 9,4 79,8 9,4 39,8 4,8 20,3 
23,6 PO.H, 60} 12,1 102,5 5,0 21,2 6,5 21,5 
8,1 DaP = 5 1,0 21,3 2,9 61,7 0,8 17,0 
4,9 PO,H, 30 1,6 34,0 2,9 61,7 0,2 4,3 
8,5 GaP*) = 5 0,7 28,6 2,5 51,0 ‘7 34,7 
4,9 PO,H, 30 2,0 81,6 1,5 30,6 1,4 28,6 


Die langsamere Milchsiurebildung aus der DaP wird noch besonders 
deutlich, wenn man beriicksichtigt, daB die in Spalte 5 und 6, bzw. 7 und 8 
angegebenen Mengen von noch vorhandener Triosephorphorsdure bzw. von 
Hexoseester bei Zusatz von DaP die natiirlichen Ester sind, wihrend sie 
in den Versuchsansitzen mit GaP zum gréBten Teil nicht abbaufihige 
Substanz darstellen. 


Gleichgewichtsversuche 
(an dialysierten Muskelprefsiiften und -extrakten ausgefiihrt). 


In diesen Versuchen wollten wir das zwischen DaP und HdiP 
sich einstellende Gleichgewicht mit dem entsprechenden Endzustand 
nach Zusatz von synthetischer d,l-Glycerinaldehydphosphorsiure 
vergleichen. In Tab. III sind die Ergebnisse zweier Versuche an 
dialysierten MuskelpreBsiften zusammengestellt. 


*) In den Versuchen mit Zusatz von GaP (d,1-Glycerinaldehydphosphor- 
siure) wurde die abgespaltene PO,H, bei der Prozentberechnung nur auf 
die natiirliche abbaufahige d-Komponente, also auf die Halfte der zugesetzten 
GaP-Menge bezogen. 


ester 


POH, 
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Wie aus der Spalte 3 der nachfolgenden Tab. III hervorgeht, 
ist in diesen Versuchen die Phosphorsiureabspaltung und damit 
auch die Milchsiurebildung aus den Trioseestern praktisch ganz 


unterbunden”). 


Tabelle III 


Versuch 1: Je 5 eem dialys. MuskelpreBsaft und 1 cem Zusitze. Vers.-Tempe- 
ratur 20°. Versuch 2: 20 ccm dialys. MuskelpreBsaft und 6 cem Zusiitze. 
Vers.-Temperatur 28°. Puffer: 0,25 °/, Natriumbicarbonat. 


Zugesetzte Trioseester-PO,H, 
in Hexoseester 
Zusatz Zeit ab- noch vorhanden umgewandelt 
gespalten| (alkal. verseifbar) |(nicht mehr alkalisch 
verseifbar) 
mg Min. | in mg in mg | in °/, d.Z.| in mg | in °/, d. Z. 
17,6 DaP = 15 0,2 6,0 59,4 3,9 38,6 
10,1 POH, 60 0,2 6,1 60,4 3,8 37,6 
15,2 GaP= 15 | 21,6 6,9 78,4 
8.8 PO,H, 60° 0,0 1,8 20,5 7,0 79,5 
: Si 10 0,0 10,1 69,0 4,5 31,0 
30 0,1 8.5 58,2 6,0 411 
diab 60 0,1 8,8 60,3 5,7 39,0 
10 0,4 1,5 5,5 25,3 93,0 
30 0,8 2,2 81 24.9 89,0 
sali. 60 0,7 2,9 10,7 23,6 86,8 


Wie aus den Werten der Spalten 6 und 7 hervorgeht, sind 
hei 20° bzw. bei 28° 38—41°/, Hexosediphosphorsiiure vorhanden, 
wihrend das echte Gleichgewicht, wie es in Muskelextrakten**) 
festgestellt wurde, bei 70—80°/, Hexosediphosphorsiure liegt), 
Der im MuskelpreBsaft festgestellte Endzustand stellt also kein 
echtes Gleichgewicht dar; dies geht auch daraus hervor, dab 
in entsprechenden Ansitzen mit natiirlicher Hexosediphosphor- 
siure diese nur zu etwa 20°/, gespalten wurde. In dialysierten 
MuskelpreBsiften wird der Endzustand auBerdem wesentlich lang- 
samer erreicht als in Muskelextrakten; im zweiten Versuch hat 
er sich nach 10 Minuten noch nicht vdllig eingestellt. 

Nach Zusatz von racemischer Glycerinaldehydphosphorsiure 
wurden dagegen, wie aus Spalte 7 hervorgeht, 79 bzw. 89°/, der 
zugesetzten Substanz in HdiP umgewandelt. Da die racemische 


*) Infolge der Entfernung der Co-Fermente durch die Dialyse. 
**) Bei den von uns gewihlten Konzentrationen an DaP. 
*>) O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 271, 89 (1934). 
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GaP nur mit ihrer natiirlichen d-Komponente zu DaP isomerisiert 
werden kann, und da diese letztere das spezifische Teilsubstrat 
der Aldolase bildet, mu8 die unnatiirliche Komponente der synthe. 
tischen GaP, d.h. die 1-Komponente, als solche an der Aldolisierung 
teilgenommen haben, und zwar wenigstens mit 29 bzw. 39 yon 
50 Teilen*). Es muB also hier eine Hexosediphosphorsiure gebildet 
worden sein, die sich aus einem Molekil DaP und einem Molekii| 
1-GaP zusammensetzt. Diese ist mit gréBter Wahrscheinlichkeit 
1-Sorbosediphosphorsiure, wie ja auch Meyerhof und Lohmann 
aus Dioxyacetonphosphorsiiure und der 1-Komponente des Glycerin. 
aldehyds die 1-Sorbose-l-monophosphorsiure erhalten haben‘), 
Den entsprechenden Hexose di phosphorsiureester haben wir 
aus besonderen Versuchsansitzen mit dialysierten Muskelextrakten, 
die unter Zusatz von synthetischer GaP 30 Minuten lang bei 20° 
exponiert worden waren, als Brucinsalz isoliert. Aus gleichlaufenden 
Versuchsansitzen haben wir auch den aus zugesetzter DaP 
gebildeten Hexosediphosphorsiureester als Brucinsalz gewonnen. Auf 
Grund der bekannten Eigenschaften wurde das letztere als das Salz 
des Harden-Youngschen Esters erkannt, wihrend das Brucinsalz 
des aus GaP gebildeten Esters bei sonst gleichen EKigenschaften cine 
gréBere Wasserléslichkeit und eine geringere Linksdrehung aufwies. 


Harden-Young-Ester (aus DaP gebildet): 
0,1 g Brucinsalz in 8cem Methylalkohol gelést zeigte im 1 dm-Rohr eine 


Hexosediphosphorsiure (aus d,l-Glycerinaldehydphosphorsiure): 
0,1 g Brucinsalz in 8 ccm Methylalkohol gelést zeigte im 1 dm-Rohr eine 


Nach 2maligem Umkrystallisieren im 1 dm-Rohr ....... — 0,20° 


Die Analysenergebnisse von P und N-Bestimmungen ergaben die 
theoretischen Werte fiir das Brucinsalz der Hexosediphosphorsiure. 


Zusammenfassung 


1. In Versuchen mit frischen Muskelextrakten ergab sich, 
daB zugesetzte Glycerinaldehydphosphorsaure wesentlich schneller 
in Milchsiure umgewandelt wird als Dioxyacetonphosphorsiure. 
Die letztere wird zum groBen Teil erst nach vorheriger Synthese 
zu Hexosediphosphorsaure in Milchsiure iibergefiihrt. Als Vorstufe 


*) Wenn man annimnt, daB in den 79 bzw. 89°/, gebildeter HdiP simtliche 
50 Teile der natiirlichen GaP der zugesetzten Substanz als DaP enthalten sind. 
**) Biochem. Z. 286, 325 (1936). 
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der Phosphoglycerinsiure kommt nur die Glycerinaldehydphosphor- 
siure in Betracht. 

2. In Versuchen mit dialysierten MuskelprefSsiften sich 
deutlich zeigen, daB die Bildung der Hexosediphosphorsiure von 
der jeweilig vorhandenen Konzentration an Glycerinaldehyd- 
phosphorséure und von der Aktivitit der Triosephosphorsiure- 
Isomerase abhangig ist. Im dialysierten MuskelpreBsaft ist die 
Isomerase bei der Umwandlung von Dioxyacetonphosphorsiiure in 
die abbaufahige Glycerinaldehyphosphorsiure gehemmt. Die reine 
Aldolasewirkung ist dabei nicht beeintrichtigt, wie die reichliche 
Bildung einer unphysiologischen Hexosediphosphorsiure aus race- 
mischer Glycerinaldehydphosphorsiure zeigt. 

3. Die Anreicherung von Hexosediphosphorsiure in Muskel- 
preBsiiften und -extrakten scheint dadurch mit bedingt zu sein, 
daB die Halfte der primaren Spaltprodukte der Hexosediphosphor- 
siure, namlich die Molekiile der Ketotriosephosphorsiure, nicht 
schnell genug in das dehydrierungsfahige Substrat umgelagert werden 
kinnen. Dadurch wird auBer der Dioxyacetonphosphorsiure eine 
dem Gleichgewicht entsprechende Menge von Hexosediphosphor- 
siure vortibergehend stabilisiert. 
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Uber die tierische Fettsiuredehydrase und ihre Codehydrase 
I. Mitteilung 


Von 
QO. St. A. Konrad Lang 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung der Militirirztlichen Akademie Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1938) 


Der Abbau der Fettsiuren durch #-Oxydation fordert als 
ersten Schritt eine Dehydrierung der Fettsiuren. Eine solche 
Dehydrierung wurde bisher lediglich wahrscheinlich gemacht, der 
exakte Beweis derselben stand aber noch aus. Uber die Fettsiiure- 
dehydrasen niederer Organismen ist in den letzten Jahren einiges 
bekannt geworden. Von der Fettsiuredehydrase des Tierkérpers 
weif man nicht viel. 

Tangl und Berend!) wollen eine ,,Desaturase“ fiir Stearin 
im Pankreas gefunden haben, die durch Galle aktiviert wird. 
Berend?) berichtete dann spiter, daB gereinigte Lisungen auch 
ohne Galle wirksam seien. Kine Bestitigung dieser Befunde steht 
noch aus. Quagriariello*) wies eine Fettsiuredehydrase im 
Fettgewebe und Mazza‘) eine solche in der Leber nach. Alle 
anderen Gewebe sollen nach Mazza‘) keine Fettsiuredehydrase 
enthalten. In einer spiteren Mitteilung berichtete Mazza°), dab 
auch noch in der Niere eine solche Dehydrase vorkomme. Syn- 
nitiro’) untersuchte eine Reihe von Rinderorganen auf das Vor- 
kommen einer Fettsiuredehydrase und fand sie im Fettgewebe, 
in der Leber und im Pankreas. 


1) Biochem. Z. 220, 284 (1980); 232, 181 (1931). 

*) Biochem. Z. 260, 490 (1933). 

*) Atti Accad. naz. Lincei [6] 16, 387, 552 (1932); Arch. Sci. biol. (It) 
17, 530 (1932). 

*) Atti Accad. naz. Lincei (6) 17, 476 (1933); 18, 461 (1983). 

5) Boll. Soc. ital. Biol. sper. 8, 1780 (1988). 

*) Boll. Soc. ital. Biol. sper. 9, 298 (1934). 

7) J. of Biochem. 26, 397 (1937). 
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Es eriibrigt sich, weiter auf diese ilteren Befunde einzu- 
gehen, denn es erscheint mir nach meinen Untersuchungen nicht 
sehr wabrscheinlich zu sein, daB die genannten Autoren gut wirk- 

same Extrakte in Handen gehabt haben kinnen. Das Arbeiten 

lrase mit der Fettsiuredehydrase birgt zunichst groBe Schwierigkeiten 
in sich. Deutliche Unterschiede in den Entfarbungszeiten zwischen 

Leerversuchen ohne Fettsiuren und Ansitzen mit Fettsiuren, 

oder mit anderen Worten einen wirklichen Beweis fiir das Vor- 
handensein einer Fettsiiuredehydrase, erhailt man erst bei schon 

ziemlich weitgehend gereinigten Extrakten. Die méglichst weit- 

| gehende Entfernung anderer Wasserstoffdonatoren und der Co- 

in) Fermente ist die unerlaiBliche Voraussetzung, um iiberhaupt einen 
| sicheren Effekt wahrnehmen zu kénnen. Denn die Reaktions- 
geschwindigkeit der Dehydrierung etwa der Zucker oder ihrer im 
intermediiren Zellstoffwechsel entstehenden Zwischenprodukte ist 


meist weitaus gréBer als die der Dehydrierung der Fettsiiuren. 
die In zu wenig gereinigten Extrakten werden daher die gewiinschten 
nite Befunde durch andere, schwer deutbare iiberlagert. Die anfing- 
niges lichen Schwierigkeiten beim Arbeiten mit der Fettsiuredehydrase 
‘pers waren jedoch noch aus einem anderen Grunde sehr groB; denn 
es stellte sich spiter heraus, da8 die Fettsiuredehydrase einer 
mite Codehydrase bedarf, die bei der Reinigung der Extrakte aber ab- 
wind getrennt worden war, was zunichst inaktive Fermentlisungen vor- 
auch | ‘auschte. Erst nach Kenntnis der angedeuteten Umstinde wurden 
steht clmdeutige und reproduzierbare Ergebnisse erhalten. 
im 
Alle 1. p,-Optimum und Spezifitat der Fettsiuredehydrase 
Wie die Abb. 1 zeigt, besitzt die Fettsiuredehydrase bei 
dal _ p,8,0 ihr Wirkungsoptimum. Nach der starker alkalischen Seite 
<igal zu ist dieses Optimum nicht sehr ausgesprochen, wihrend die 
oa Aktivitit nach der saureren Seite zu steil abfillt. 


Die Fettsiuredehydrase ist ziemlich spezifisch auf die héheren 
Fettsiuren eingestellt. Zwar werden auch Siuren mit einer 
kleineren Anzahl von C-Atomen dehydriert, aber die Entfirbungs- 
zeiten werden wesentlich gréfer. Aus der Tab. 1 geht ohne 
Weiteres hervor, wie stark die Affinitét der Dehydrase zu den 
_ Fettsiiuren mit abnehmender Zahl von O-Atomen abnimmt. Kin 
streng zahlenmiBiger Vergleich zwischen der Palmitinsiure und 
den anderen angefihrten Sauren ist allerdings nicht méglich. 
Denn infolge der Schwerléslichkeit des Palmitats, das zwar in 
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der Warme gelést. dem Ansatz zugegeben wird, waihrend des Ver. 
suches aber zum Teil wieder ausfillt, besteht hier nicht die gleiche 
Substratkonzentration wie in allen anderen Versuchen. Stellt 
man diesen Umstand in Rechnung, so darf man annehmen, dag 
die Affinitét der Dehydrase zu der Palmitinsaure noch gréfer ist, 
als sie nach dem mitgeteilten Versuch erscheint. Fettsiuren mit 
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Die pq-Aktivitiitskurve der Fettsiuredehydrase 


einer ungeraden Anzahl von C-Atomen werden gleichfalls de- 
hydriert. Das geht schon aus der in der Tab. 1 angefiihrten 
Dehydrierung der Undecylsiiure hervor. Als weiteren Beweis ver- 
weise ich auf die Tab. 2, in der auBerdem noch die Nonylsiiure 
angefihrt ist. 


Tabelle 1 Tabelle 2 
Die Substratspezifitit der Fettsiiure- Dehydrierung von Fettsiuren mit 
dehydrase ungerader C-Atomzahl 
Entfirbungs- Entfirbungs- 
Fettsiure zeit Fettsiure zeit 
in Minuten in Minuten 
Palmitinsiure . . . 37 Palmitinsiiure . . . 13 
Laurinséure. ... 51 Undecylsiure. . . 24 
Undecylsiure . . . 59 Nonylsiure. ... 40 
Caprylsiiure. . . . 82 Ohne Fettsiure . 55 
Buttersiiure. .. . 88 
Ohne Fettsiiure . . 95 


Wegen der Schwerlislichkeit des Palmitats lieBen sich keine ' 
Untersuchungen iiber die Beziehung zwischen Reaktionsgeschwit- 


digkeit und Substratkonzentration durchfiihren. Versuche mit 


dem leicht léslichen Butyrat, das aber an und fir sich nur schlecht f 
dehydriert wird, ergaben, dab héhere Fettsiurekonzentrationel 
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etwa von 0,05m an hemmen und sehr hohe Konzentrationen 
etwa m/2 praktisch jede Wirkung aufheben. 


2. Die Einwirkung von Giften 


Wie viele Dehydrasen, ist auch die Fettsiuredehydrase gegen 
Blausiiure empfindlich. Noch Blausiurekonzentrationen von m/2000 
hemmen deutlich. Wie die Tab.3 zeigt, diirfte die gerade eben 
noch hemmende Blausiurekonzentration bei etwa m/5000 gelegen 
sein. Fluorid und Jodacetat hemmen selbst in der hohen Konzen- 
tration von m/500 nicht. Auch in Versuchen, in denen auf Grund 
der bekannten Latenzzeit der Jodacetatwirkung der Ansatz vor 
dem Versuch 1 Stunde mit m/500-Jodacetat inkubiert worden 
war, konnte keine hemmende Wirkung beobachtet werden. 


3. Die Codehydrase der Fettsiuredehydrase 


Da, wie schon erwahnt, die Organextrakte in den ersten Ver- 
suchen kaum eine fettdehydrierende Wirkung zeigten, wurde 
untersucht, ob diese Unwirksamkeit nicht auf die Entfernung 
eines Co-Fermentes zuriickzufiihren sei. Als zu den Ansitzen 
ein aus Hefe dargestelltes, noch sehr unreines Cozymasepriparat 
zugesetzt wurde, war sofort eine deutliche Dehydrierung von 
Palmitinséure festzustellen. Bei der Wiederholung dieses Ver- 
suches mit reinster Cozymase?) erwies sich diese jedoch als un- 
wirksam. Die Fettsiiuredehydrase braucht demnach zu ihrer 
Wirkung eine Codehydrase, die jedoch nicht mit Cozymase iden- 
tisch ist. Systematische Untersuchungen ergaben dann, daB sich 
das Co-Ferment der Fettsiuredehydrase am besten aus Muskula- 
tur (nach meinen bisherigen Erfahrungen am zweckmiBigsten aus 
Kaninchenmuskulatur) darstellen l4Bt. Die gute Wirksamkeit 
dieser Codehydrase und die Unwirksamkeit der Cozymase zeigt 
ein in der Tab. 4 wiedergegebener Versuch. Wie aus dieser 
Tabelle noch hervorgeht, ist (jedenfalls bei den meisten von mir 
bisher dargestellten Extrakten) die Spontanentfarbungszeit ohne 
Co-Ferment, aber mit Substrat linger, als die mit Co-Ferment, 


‘aber ohne Substrat. Mit anderen Worten, die Abtrennung des 


Vo-Fermentes ist leichter als die vom Substrat. 
_ Da die neue Codehydrase sich auch in ihren Fallungsreak- 
tionen zum Teil von der Cozymase unterscheidet, ist sie von der 


’) Das Priparat wurde mir freundlicherweise von Prof. Euler dar- 
gestellt. Ich méchte ihm dafiir an dieser Stelle herzlich danken. 
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letzteren leicht abzutrennen. Ich benutze hierzu in erster Linie f q 


die Fallbarkeit der Fettsiurecodehydrase durch Bleiacetat jy 
saurer Lésung, unter welchen Bedingungen die Cozymase in Jj. 
sung bleibt. 


Tabelle 3 Tabelle 4 
Hemmung der Dehydrierung von Nachweis einer Fettsiiure- 
Palmitinsiure durch Blausiure, dchva 
Fluorid und Jodacetat 
Entfirbungs- Entfiarbungs- 
Gift zeit Ansatz zeit & 
in Minuten in Minuten 
Ohne Gift .... 18 Ohne Substrat +50 
m/5000-KCN .. . 21 Co-Ferment. . . 66 
m/2000-KCN ... 45 Mit Substrat + 507 
m/1000-KCN ... 75 Co-Ferment. . . 15 
m/500-KCN. ... 125 Mit Substrat ohne 
m/500-NaF .... 18'/, Co-Ferment. . . 80 
m/500-Jodacetat. . 19'/, Mit Substrat + 50 7 
Cozymase .. . 72 


In der Tab. 4 ist der direkte Beweis dafiir geliefert, daB die 
neue Codehydrase nicht mit der Cozymase identisch ist. Sie ist 
aber auch nicht mit der Codehydrase IL identisch. Sie unter. 


scheidet sich von den beiden bisher in ihrer Konstitution aut: é 


geklirten Codehydrasen durch ihre verhiltnismaiBig groBe Resi- 


stenz gegeniiber Erhitzen mit Siuren und Laugen. Erst durch f 
langeres Erhitzen mit Mineralsiuren in hoher Konzentration wird F- 


sie zerstért. Dabei tritt, wie die Tab.5 zeigt, eine dem Wirksan- 
keitsverlust ungefahr parallel verlaufende Abspaltung von an- 
organischer Phosphorsiure ein. Natiirlich ist dieser Versuch 


keineswegs dafiir beweisend, daB die abgespaltene Phosphorsiiure f 
wirklich aus der Codehydrase stammt, sie kénnte ja genau s0 


gut aus den noch beigemengten verunreinigenden Begleitstoffen 


stammen. Aber die Parallelitit zwischen Phosphorsiureabspaltung 
und Aktivititsverlust ist so auffallend, da8 ich mich berechtigt f 
fiihle, wenigstens als Arbeitshypothese die neue Codehydrase fir J 


einen Phosphorsiureester zu halten. 


In den bisher dargestellten Praparaten dirfte die neue Co- . 
dehydrase schon erheblich angereichert sein. Unter meinen iib- f 


lichen Versuchsbedingungen geniigen schon 12y pro Ansatz, um 
eine deutliche, wenn auch noch nicht optimale Wirkung, fir die 
50y erforderlich sind, hervorzurufen. Uber die weitergehende 
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Reinigung sowohl der Fermentlésungen als auch der Codehydrase- 
priparate wird in Kiirze berichtet werden. 


Tabelle 5 
| Verhalten der Fettsiurecodehydrase beim Erhitzen mit Siiure und Lauge © 

Entfirbungs- | mg anorg. P 

Behandlung zeit in je 3,33 mg 

| in Minuten Codehydrase 
 1Stunde in n-HCl bei 100° .. . 18 Spur 
_4Stunden in n-NaOH bei 100°... 25 0,02 
4Stunden in 12°/,iger HCl bei 100° . >75 0,26 


Experimenteller Teil 
1. Darstellung der Dehydraselésungen. Die besten Ergebnisse 


' wurden bisher mit Rattenleber und Rattenmuskulatur erhalten. 
| Die Organe werden unmittelbar nach dem Téten der Tiere ver- 
arbeitet. 


2 Rattenlebern werden mit der Schere fein zerschnitten und 
in einer Reibschale, aber ohne Anwendung von Sand oder der- 
gleichen, zu einem Brei zerrieben. Der Leberbrei wird dann 


| grindlich 6mal mit je 75ccm eiskaltem Wasser verrihrt, nach 


kurzem Stehen unter Eiskiihlung zentrifugiert und das Wasch- 
wasser abgegossen. Der auf diese Weise 6mal ausgewaschene 
Leberriickstand wird dann in einer Reibschale mit Quarzsand 
zerrieben und mit 50 ccm eisgekiihltem m/20-Phosphatpuffer p,, 8,0 
extrahiert. Der Extrakt wird dann méglichst scharf zentrifugiert. 
Im Kisschrank aufbewahrt, behilt er seine Aktivitait fiir ein paar 
Tage. Muskelextrakte werden vollkommen analog dargestellt. 


2. Darstellung der Codehydrase. Kaninchen werden getiétet 
und die Muskulatur sofort verarbeitet. Die Muskulatur wird 
durch eine Fleischhackmaschine getrieben und der Muskelbrei 
mit dem dreifachen Volumen eisgekiihltem Wasser in einer groBen 
Reibschale zerrieben. Nach 1 stiindigem Stehen bei 0° wird fil- 
triert. Der Riickstand wird in gleicher Weise nochmals mit dem 
doppelten Volumen Wasser und dann nochmals mit dem gleichen 
Volumen Wasser extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden 
aufgekocht und filtriert. Zu je 1 Liter Kochsaft gibt man 10 ccm 
10°/,ige Essigsiure und 40ccm gesiittigte neutrale Bleiacetat- 


| losung. Nach 1stiindigem Stehen wird der die Codehydrase ent- 
+ haltende Bleiniederschlag abzentrifugiert. Der Bleiniederschlag 
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wird nun durch Aufriihren mit Wasser und erneutem Zentyj. } 
fugieren ausgewaschen. Dabei zeigt er die Neigung, kolloidal j, F- 
Lésung zu gehen. Ist dies in betraichtlichem Umfange der Fall, §- 
so 14Bt man das Waschwasser mehrere Tage im Kisschrank stehen, F~ 


wodurch sich der Bleiniederschlag wieder abzusetzen beginnt. 


Der Bleiniederschlag wird nun in Wasser suspendiert, etwas 
gesittigte Natriumsulfatlésung zugesetzt und dann durch langsame § 


Zugabe von 2n-H,SO, bis zur kongosauren Reaktion und griind. 


liches Verreiben zersetzt. Nun zentrifugiert man vom ausge. 
fallenen Bleisulfat ab und filtriert das Zentrifugat. Das Filtrat 


wird auf etwa 1°/, Gehalt an H,SO, gebracht und dann mit 25°) 


Phosphorwolframsiure gefillt. Nach Itaigigem Stehen im Kis. 
schrank wird die Fiallung abzentrifugiert und mit */,n-H,SO, 
ausgewaschen. Nun wird der PWS-Niederschlag mit Baryt zer- 
setzt. Man verreibt ihn zu diesem Zwecke unter Zusatz you F 


1 Tropfen Phenolphthalein mit gesittigtem Barytwasser bis zu 


eben bestehenbleibenden Rotfirbung. Die véllige Zersetzung er- § 
fordert 2—3 Stunden. Darauf wird das Bariumphosphorwolframat — 


abzentrifugiert und das Zentrifugat filtriert. 
Nun wird mit n/10-AgNO, unter Zusatz von so viel ver- 


diinntem Ammoniak, da’ Phenolphthalein gerade eben geritet § 


wird, gefallt. Nach 1stiindigem Stehen wird der Silbernieder- 


schlag abzentrifugiert und 3 mal mit Wasser ausgewaschen. Darauf f 
wird er in heiBem Wasser suspendiert und durch Einleiten von — 
H,S zersetzt. Die Fliissigkeit wird dann durch etwa 2 stiindiges § 
Durchblasen von Luft vom H,S befreit, worauf der Silbersultid- § 


niederschlag abgesaugt wird. Der Silbersulfidniederschlag wird F- 


dann mit etwas Wasser ausgekocht und das Waschwasser ab- —- 
gesaugt. Nun trocknet man die vereinigten Filtrate im Hoch- Ff 
vakuum iiber H,SO, ein. Der Riickstand wird in der Wairme f 


in wenig Wasser gelést, die Lisung in Hiswasser gekiihlt und 


von dem ausgefallenen Schwerléslichen (das inaktiv ist) abfiltriert. 
Das Filtrat wird wieder im Hochvakuum iiber H,SO, zur Trockne 


gebracht. Die Ausbeute betrigt etwa 0,5—0,6g aus 4kg Mus- f- 


kulatur. 


3. Allgemeine Versuchstechnik. Alle Versuche wurden mii 


der Thunbergmethode durchgefiihrt. An Stelle der gewéhnlichen 
Thunbergréhrchen wurde die in der Abb. 2 wiedergegebene Appara- | - 


tur mit 8—12 Roéhren benutzt. Bei ihr stehen alle Ans&tze unter 
dem gleichen Vakuum. 
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Alle Ansitze waren folgenderweise zusammengesetzt: 


teem Leberextrakt (bzw. Muskelextrakt) in m/20-Phosphat p, 8,0. 
1cem Kaliumpalmitat m/100, das etwa 60° warm zugesetzt wurde. 
0,2 eem Methylenblaulésung 1:5000. 

0,1 cem Codehydraselésung, enthaltend 50 y Codehydrase. 


Die Versuchstemperatur betrug immer 39% In allen Ver- 


suchen wurden jeweils Kontrollen mit Co-Ferment ohne Substrat 


Fig. 2 


und ohne Co-Ferment mit Substrat mit angesetzt. Bei den Ver- 


suchen mit anderen Fettsiuren wurde 1 ccm der m/100-Kalium- 


salzlésung der betreffenden Saure zugesetzt. 
Bei dem Evakuieren der Ansitze tritt ein lastiges Schiumen 
ein, das aber bei einiger Ubung durch passende Bedienung des 


_ Absperrhahns leicht zu beherrschen ist. 


4, Versuch tiber die Saure- und Alkaliresistenz der Codehydrase. 
Je 10mg Codehydrase wurden in 1 ccm Wasser gelést und dann 
mit ‘lecom 2n-HCl bzw. 2 n-NaOH, bzw. 24°/, HCl versetzt. Diese 
Ansitze wurden dann in zugeschmolzenen Réhrchen, die in der 
Tab. 5 angegebenen Zeiten im kochenden Wasserbad gehalten. 
Nach dem Erkalten wurden die Réhrchen geéfinet, der Inhalt 
genau neutralisiert und mit Wasser auf 10,0ccm aufgefiillt. In 
je 3ccm dieser Lésungen wurde der anorganische P mittels der 
colorimetrischen Bestimmung von Lohmann-Jendrassik er- 
mittelt. AuBerdem wurde die Aktivitiit der einzelnen Liésungen 
im Thunbergversuch ausgetestet. 


Zusammenfassung 


In der Leber und in der Muskulatur ist eine Dehydrase ent- 
halten, welche gesittigte Fettsiuren dehydriert. Am stirksten 
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angegriffen werden die héheren Fettsiuren, mit abnehmender An. 
zahl der C-Atome sinkt die Affinitit der Dehydrase. Fettsiuren 
mit einer ungeraden C-Atomzahl werden gleichfalls dehydriert, 
Das p,-Optimum der Fettsiuredehydrase liegt bei p,, 8,0. 


Die Fettsiuredehydrase ist empfindlich gegen Blausiiure. 
Durch Jodacetat und Fluorid wird sie nicht gehemmt. 


Die Fettsiuredehydrase benétigt eine Codehydrase. Diese 
Codehydrase ist weder mit der Cozymase noch mit der Codehy. 
drase II identisch. Sie ist verhiltnismiBig wenig empfindlich 
gegen Erhitzen mit Saure oder Alkali. 


Die Darstellung von Dehydraselésungen und von der Code- 
hydrase wird beschrieben. 
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' Uber die tierische Fettsiuredehydrase und ihre Codehydrase 
Il. Mitteilung 

Von 

0. St. A. Konrad Lang und Hermann Mayer 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung der Militérarztlichen Akademie Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1939) 


In einer vorhergehenden Mitteilung‘) waren die wichtigsten 


Kigenschaften der im Tierkérper vorhandenen Fettsiuredehydrase 


ihrer Codehydrase beschrieben worden. Kinige in der 
_ Zwischenzeit gewonnenen Ergebnisse machen es méglich, das 
Bild dieses Fermentsystems in einigen wesentlichen Punkten zu 
vervollstandigen. 


1. Die Dehydrierbarkeit ungesattigter Fettsiuren 
Wie die Tab. 1 zeigt, ist die Dehydrierbarkeit der un- 


geslttigten Fettsiuren gering. Die Affinitit der Dehydrase zu 


_ +0,2cem Methylenblau 1:5000 + 50 7 Co-Ferment in 0,1 ccm Wasser. 


den ungesattigten Saiuren nimmt mit zunehmender Zahl der 
_ Doppelbindungen ab, Linolsiure wird langsamer dehydriert als 
Olsiture. Praktisch iberhanpt nicht angegriffen wird die Croton- 
_siure. Bei den ungesattigten Sauren ergibt sich offensichtlich 
Mii gleiche GesetzmaBigkeit wie bei den gesittigten, daB die 


Tabelle 1 
Die Dehydrierbarkeit ungesittigter Fettsiuren 
Ansatz: 1cem Leberextrakt + 1 cem m/100-Kaliumsalz der Fettsiuren 


Entfirbungszeit 
Fettsiure in 
Palmitinsiure. ..... 16 
50 
Linolsiure ....... 65 
Crotonsiiure. ...... 121 
Ohne Fettsiiure ..... 125 


') Diese Z. 261, 240 (1939). 
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Dehydrierbarkeit mit abnehmender Zahl der C-Atome immer ge. . 


ringer wird. Alle diese Versuche zeigen, daB die Fettsiiure. 4 


dehydrase offensichtlich recht spezifisch auf die gesittigten hoheren 


Fettsiuren eingestellt ist. Die schlechte Dehydrierbarkeit de > 


ungesattigten Fettsiuren ist recht bemerkenswert. Sie dic 
Frage aufwerfen, ob ihrem Abbau nicht ein ganz anderer Mecha. 
nismus zugrunde liegt als dem der gesiattigten Siuren. 


2. Das Reaktionsprodukt der Dehydrierung der Palmitinsaure 


Durch die Dehydrierung der gesittigten Fettsiuren entstehey 
die entsprechenden ungesittigten Sduren. Der Nachweis l4Bt sich 
leicht durch Bromaddition erbringen, wobei die Ubereinstimmung 
zwischen den theoretisch errechneten Werten und den bei der 
Dehydrierung gefundenen durchaus befriedigend ist. 

Versuche. 50ccm Muskelextrakt wurden mit 10 mg Co-Fer. 


MEE ESE 


ment in 10ccm Wasser gelést, 20 ccm m/100-Kaliumpalmitat und 


10 mg Methylenblau in 5 ccm Wasser in einem 500 ccm fassen- Fo 
den Rundkolben zusammengegeben, evakuiert und im Thermo- | 
staten bei 39° geschiittelt. Die Entfarbungszeit betrug 115 Minuten. | 
Nach Entfarbung wurde der Kolbeninhalt in einem Scheidetrichter | 
nach Anséuern mit HCl bis zur kongosauren Reaktion 3 mal mit | 
je 30 ccm Petrolither ausgeschiittelt. Zur Zerstérung der ge- | 
bildeten Emulsionen war Zusatz von etwas Alkohol nétig. Die | © 


vereinigten Petrolitherextrakte wurden im Vakuum zur Trockne 


verdampft und der Riickstand in Hisessig gelést. Diese Lisung | 
wurde dann mit einer gemessenen Menge Brompyridinreagens | — 
nach Rosenmund-Kuhnhenn!) versetzt und nach 30 Minuten | © 
der Bromiiberschu8 zuriicktitriert. Nach Abzug einer Leer- | | 
bestimmung fir den Bromverbrauch des Extraktes und der ver- | ~ 
wendeten Palmitinsiure wurde eine Brombindung entsprechend 


2,47 ccm n/50-Thiosulfat = 6,3 mg Hexadecensiure gefunden. Vou 
den zugegebenen 10 mg Methylenblau kénnen theoretisch 6,8 mg 


Palmitinsiure dehydriert werden. Bei einem entsprechenden Ver- 4 | 
such mit Leberextrakt wurden 2,38 ccm n/50-Thiosulfat = 6,1 mg 


Hexadecensiure gefunden. 


Diese Versuche erweisen lediglich, daB tatsichlich eine Dehy- 
drierung stattgefunden hat. Uber das Reaktionsprodukt sagen | — 
sie nichts naiheres aus, insbesondere nicht, ob eine einfach ul | 
gesittigte oder mehrfach ungesiittigte Siure entsteht, ferner wo | q 


1) Z. Unters. Nahr.mitt. usw. 46, 154 (1928). 
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die Doppelbindung sitzt. Wenn die Dehydrierung durch die be- 
schriebene Fettsiuredehydrase die erste Stufe des Abbaues ist, 
so wire nach der Regel der f-Oxydation zu verlangen, daB die 
Doppelbindung zwischen dem @- und dem #-C-Atom entsteht. 
Versuche, diese Frage experimentell zu klairen, sind zur Zeit im 
Gange. 

3. Die chemische Natur der Fettsiurecodehydrase 

In der ersten Mitteilung war schon gezeigt worden, daB diese 
Godehydrase weder mit der Codehydrase I, noch mit der Codehy- 
drase II identisch ist. Auch war schon auf die auffallende Resistenz 
gegen Erhitzen mit Saéuren und Laugen hingewiesen worden. 
Ferner wurde es wahrscheinlich gemacht, daB die neue Codehy- 
drase ein Phosphorsiureester ist. 

Durch fraktionierte Alkoholfallung konnte weiteres inaktives 
Material abgetrennt werden. Kine nahere chemische Untersuchung 
der so gereinigten Priiparate ergab, daB in ihnen nach energischer 
HCl-Hydrolyse weder mittels der von Karrer und Keller’) aus- 
gearbeiteten Farbreaktion mit 2,4-Dinitro-1-Chlorbenzol, noch 
nittels der von Euler, Schlenk und Mitarbeitern ”) vorgeschlagenen 
Spaltung des Pyridinringes mit Bromcyan und nachfolgender 
Kuppelung mit einem aromatischen Amin Nicotinsiureamid nach- 
gewiesen werden konnte. Dagegen erhielten wir Adenin (als 
Pikrat) und Phosphorséure. Bei weiteren Reinigungsversuchen 
fiel es auf, daB das Co-Ferment der Fettsiuredehydrase immer 
in den Fallungen zu finden war, in die Adenylsiure gemiB ihren 
bekannten Kigenschaften eingehen mufte, und daf es uns nie 
gelang, die Adenylsiure, die ja in groBer Menge in unserer Co- 
Fermentdarstellung zu erwarten war, abzutrennen. Dieser Um- 
stand im Verein mit dem Fehlen des Nicotinsiureamids und der 
langsamen Phosphorsiureabspaltung bei der Saiurehydrolyse ver- 
dichtete in uns den Verdacht, daB das gesuchte Co-Ferment nichts 
anderes als eben Adenylsiure sei. Versuche mit reiner Adenyl- 
siure, von der uns zwei verschiedene Praparate (ein von der 
I. G. Farbenindustrie und ein von der Firma Frinkel & Landau 
bezogenes Praparat) zur Verfiigung standen, erwiesen die Richtig- 
keit unserer Vermutung, beide konnten die Fettsiurecodehydrase 
im Thunbergversuch ersetzen (Tab. 2). Damit glauben wir die 
Identitit der Fettsiurecodehydrase mit Muskeladenylsiure 


') Helvet. chim. Acta 21, 463 (1988). 
*) Diese Z. 286, 208 (1938). 
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wahrscheinlich gemacht zu haben, es sei denn, man mache dep 
wenig wahrscheinlichen Kinwand, daB in den reinen Adenylsiinre. 
praparaten die eigentliche Codehydrase als Verunreinigung yoy 
kaum vorstellbar groBer Aktivitit enthalten sei. Den Schluf. 
stein der Beweisfiihrung, die Isolierung analysenreiner Adenylsiiure 
aus unseren Codehydrasepriiparaten zu erbringen, ist uns aus 
Mangel an Substanz noch nicht gelungen. Wir hoffen aber in 
Kiirze dariiber berichten zu kénnen. 


Tabelle 2 
Identitét des Co-Ferments der Fettsiiuredehydrase mit Muskeladenylsiiure 


Ansatz: 1cem Leberextrakt + 1 ccm m/100-Kaliumpalmitat + 0,2 com 
Methylenblau 1: 5000 + 0,1 cem Co-Fermentlésung. 


Entfirbungszeit 
Co-Ferment 1 in Minuten 
50y Codehydrase .... 14 
50y Adenylsiure .... 14 
Ohne Co-Ferment... . 15 


Wie die Adenylsiure als Co-Ferment einer Dehydrase wirkt, 
ferner, ob und wie sie mit dem Wasserstofftransport verkniipft ist, 
l4Bt sich heute noch nicht sagen. Auch diese Frage wird von 
uns bearbeitet. Wir méchten aber in diesem Zusammenhang 
daran erinnern, daB Deuticke’) eine beschleunigende Wirkung 
auf pflanzliche Dehydrasen beschrieben hat. 


Zusammenfassung 


1. Ungesittigte Fettsiuren werden durch die Fettsiure- 
dehydrase nur schwer angegriffen. Die Dehydrase ist spezifisch 
auf die gesattigten héheren Fettsiuren eingestellt. 

2. Als Reaktionsprodukt der Dehydrierung werden ungesittigte 
Siuren nachgewiesen, 

3. Die Codehydrase der Fettsiuredehydrase ist aller Wahr- 
scheinlichkeit nach mit Muskeladenylsaure identisch. 


1) Diese Z. 192, 193 (1930). 
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Uber die Bildung von Thyroxin aus Dijodtyrosin 


Von 


Paul von Mutzenbecher 


(Aus dem Biochemischen Forschungslaboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
Werk Hochst) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. August 1939) 


In einer friheren Mitteilung’) war gezeigt worden, daB bei 
der Jodierung von KiweiBstoffen unter bestimmten Bedingungen 
Thyroxin gebildet wird und nach alkalischer Hydrolyse aus dem 
Hydrolysat isoliert werden kann. Es wurde dabei die Vermutung 
geiiaBert, daB bei der Jodierung primar Dijodtyrosin entsteht, 
welches unter den besonderen Bedingungen der Jodierung auf 
noch unbekanntem Wege zum Teil in Thyroxin umgewandelt 
wird. [Die gleiche Hypothese hatte Harington?) fiir die Bildung 
des Thyroxins in der Schilddriise aufgestellt.] Es wurde auch 
bereits auf Versuche hingewiesen, bei denen aus reinem Dijod- 
tyrosin geringe Mengen schilddriisenwirksamer Substanz gewonnen 
worden waren 


Diese Versuche haben nun zur Isolierung von Thyroxin ge- 


1 fihrt. Wird Dijodtyrosin in einem Aquivalent 0,2 normaler Na- 


tronlauge gelést und die Lésung 1—2 Wochen lang im Brut- 
schrank aufbewahrt, so entstehen neben braunen amorphen saure- 
fallbaren Produkten geringe Mengen’von Thyroxin; man kann 
das mit der siureunldslichen Fraktion ausgefallene Thyroxin aus 
dieser isolieren, wenn man sie in 2 n-Natronlauge aufnimmt und 
mit Butylalkohol ausschiittelt. Das Thyroxin geht in den Alko- 


hol, wihrend der gréBte Teil der gefarbten Produkte in der Lauge 


zuriickbleibt*). Wahrend der Bebriitung beobachtet man zugleich 


') W. Ludwig u. P. v. Mutzenbecher, Diese Z. 288, 195 (1939). 
C.R. Harington, ,,The Thyroid Gland“, London. 

A. a. O., S. 210, FuBnote.. 

“ J.P. Leland u. G. L. Forster, J. of Biol. Chem. 95, 165 (1932). 
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kontinuierliches Sinken des p,, und kontinuierliche Bildung yop 
Jodid. 

Durch Zusatz von Natriumsulfit wird die Bildung der ge. 
farbten amorphen Produkte und des Thyroxins verhindert, wiihrend 
Jodidbildung und Siuerung unbeeinfluBt bleiben. Natriumthio. 
sulfat verhindert die Bildung der amorphen Produkte und des 
Thyroxins nicht. 


Bei der Jodierung von Proteinen zur Darstellung von hy. 
roxin war bereits beobachtet worden, daB Stehenlassen der mit 
Jod versetzten EiweiBlésung bei 37° iiber Nacht die Ausbeuten 
an wirksamer Fraktion verbessert. Nach den beschriebenen Ver. 
suchen war zu vermuten, daf auch ein Jodprotein, das unter fir 
die Bildung von Thyroxin ungiinstigen Bedingungen jodiert worden 
war, beim Aufbewahren in schwach alkalischer Lésung bei Brut. 
temperatur schilddriisenwirksam werden wiirde. Diese Vermutung 
lieB sich bestatigen. Casein wurde in ammoniakalischer Lisung 
bei Kiskihlung jodiert und durch Siéurefallung und Dialyse ge- 
reinigt. Kin Teil der Jodcaseinlésung wurde nun nach Zusatz 
von NaHCO, 2—3 Tage bei 37° gehalten, wihrend der andere 
sofort gefallt wurde. Im Tierversuch wies in drei unabhingigen 
Versuchen das bebriitete Jodcasein eine deutliche Verstiirkung 
der Schilddriisenwirksamkeit gegeniiber der nicht bebriiteten Kon- 
trolle auf (vgl. die Tabelle). 


Mit den beschriebenen Versuchen ist der Beweis erbracht, 
da8 Thyroxin aus Dijodtyrosin unter physiologischen 
Bedingungen gebildet wird. DaB diese Reaktion spontan olne 
die Mitwirkung von Enzymen erfolgt, ist ein weiteres bemerkens- 
wertes Ergebnis dieser Versuche. Die Hemmung der Reaktion 
durch Sulfit scheint daraufhin zu deuten, daB oxydative Vorgiinge 
dabei eine Rolle spielen. Als Oxydans kommt das aus Dijod- 
tyrosin abgespaltene Jod in Betracht. Nimmt man an, daf das 
Jod aus dem Dijodtyrosin als Hypojodid abgespalten wird, s0 
liegen bei der beschriebenen Reaktion ahnliche Bedingungen vor, 
wie bei der Jodierung von Proteinen®) nach Ludwig und von 
Mutzenbecher. Die Aufklarung des Reaktionsmechanismus wird 
durch die Méglichkeit, statt mit Proteinen mit einfachen woll- 
definierten Substanzen arbeiten zu kénnen, erleichtert werden. 


’) Bei der Jodierung von Tyrosin in bicarbonatalkalischer Lésung 4 
bei 37° kénnen ebenfalls siureunlésliche Produkte mit spezifischer Wirk- 
samkeit entstehen. 
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Von Versuche 
der ge. Herstellung von Thyroxin aus Dijodtyrosin 
20 g Dijodtyrosin-2H,O wurden in 425 ccm 0,1 n-Natron- 


 lauge gelést, die Lésung filtriert und in den Brutschrank gestellt. 
Nach 14 Tagen wurde die Lésung mit Wasser anf das 10fache 
yerdiinnt und mit Schwefelsiiure schwach angesiuert. Die ent- 
 standene feine braune Flockung wurde sofort abzentrifugiert, in 
100 ccm 2-Natronlauge aufgenommen und 2 mal mit dem gleichen 
- Volumen Butylalkohol ausgeschiittelt. Der Butylalkohol wurde 
| darauf mit 200 com 2 n-NaOH gewaschen, die Waschlauge wiederum 
mit 100 Butylalkchol. Die vereinigten Butylalkoholfraktionen 
| wurden im Vakuum zur Trockne verdampft, der Riickstand mit 
50 com Wasser aufgenommen und mit Essigsiure angesiuert. 
' Nach Stehen tiber Nacht wurde der gelblich-weiBe Niederschlag 
 abzentrifugiert, in wenig kochender 0,1 n-Kaliumcarbonatlisung 
_ aufgenommen, filtriert und im Eisschrank gekihlt. Ein feiner 
Niederschlag von Kaliumthyroxin schied sich aus; er wurde in 
alkalischem 80°/,igen Alkohol gelést, und die Liésung kochend 
mit Kssigsiure angesiuert. Thyroxin schied sich in schénen 


am thio. 
nd des 


n Thy. 
ler mit 
sbeuten 
n Ver. 
iter fiir 
worden 
1 Brut- 
nutung 
Liésung 
SE 
Zusatz 
andere 


ngigen Fo 
irkung |  ™ikroskopischen Nadeln aus. 
1 Kon- Ausbeute: etwa 40 mg Kaliumthyroxin. 
Analyse: 65,2°/, Jod; ber. f. Thyroxin: 65,4°/, Jod. 


Schmelzpunkt: 231—233 korr. (Zers.) 
rac 
Aus der mit Butylalkohol ausgeschiittelten Natronlauge 


hen 
wurden die amorphen Produkte durch Ansiuern mit Essigsiure 
ai ausgefallt. Die Fraktion enthilt etwa 50°/, Jod, also weniger 


als Dijodtyrosin (58,5 °/,). 

Wahrend der Bebriitung sank das p,, von 8,8 auf 8,4. 

} Aus der Mutterlauge von der ersten Siurefillung kristalli- 
sierte unverindertes Dijodtyrosin aus. 

Im Filtrat von Dijodtyrosin wurde das Jodid durch potentio- 
metrische Titration mit n/100-AgNO,-Liésung in Gegenwart von 
Schwefelsiure bestimmt. 

Gefunden wurden 1,16 g Jodid-Jod = 11°/, des im eingesetzten 
Dijodtyrosin enthaltenen Jods. 


aktion 
rgange 
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wohl- 


len. Herstellung von schilddriisenwirksamem Jodcasein durch Bebriiten 
Josung von unwirksamem Jodcasein. 
Wirk- 100 g Casein werden in 3,5 Liter 5°/,igem Ammoniak gelést, 


unter Kiskiihlung geriihrt und eine Lisung von 30 g Jod mit der 
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doppelten Menge Jodkali in 1 Liter Wasser zugetropft. Nach Be. ] 
endigung der Jodzugabe wurde die Liésung mit Schwefelsiiure ap. | 
gesiuert, das gefallte Jodcasein abfiltriert, in Wasser durch Nev. | 


tralisieren mit Natronlauge aufgelést und bis zum Verschwindey 


der Jodid- und Sulfat-Reaktion im AuBenwasser dialysiert. Dic 4 


Lésung wurde nun in zwei Halften geteilt; aus der einen wurde 
durch EingieBen in essigsauren Alkohol das Jodcasein ausgeschie. 
den, abgesaugt, gewaschen und getrocknet. Die andere Hilfe 
wurde mit Natrium-Bikarbonat versetzt und 2—3 Tage im Wasser. 
bad bei 37° geriihrt. Danach wurde abermals mit Saure gefillt 
— im Filtrat fand sich Jodid —, wie oben wieder aufgelist, 
dialysiert, mit Alkohol gefallt und getrocknet. Die Tabelle zeigt 
die biologische Wirksamkeit von drei unabhingig voneinander her. 
gestellten Priparaten im Vergleich zu den nicht bebriiteten Kon- 
trollen. 


Verstirkung der Wirksamkeit von Jodcasein durch Bebriiten seiner 
schwach alkalischen Lésung. 


Priparat Zugesetztes | Dauer der Wirksamkeit in Meerschw.-Einh.*) 


Jod Bebriitung des nicht des bebriiteten 
bebriiteten Teils 
Jodcasein 40 ° T 
B 18 lo 2 Tage 0 MsE/g ca. 100 MsE/g 
80 °/, 3 Tage 50, 150, 
30 /, 8 Tage 45 


*) Nach Kreitmeir bestimmt. 
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Photometrische Bestimmung der Kieselsiure 
in biologischen Substanzen 
Von 
J. Bodnar und Tibor Térék 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1939) 


Zur Bestimmung der in menschlichen und tierischen Organen, 
in Blut, Harn, Faeces usw. vorhandenen kleinen Kieselsiuremengen 
sind in der Literatur gravimetrische und colorimetrische Methoden 
angegeben. Abgesehen von den Makromethoden [Schultz’), 
Gonnerman?)] hat in der letzten Zeit Kraut*) zur Kieselsaure- 
bestimmung im Blut eine mikrogravimetrische Methode ausgear- 
beitet, welche aber nach Frank und Gerster‘) zu hohe Resultate 


q gibt. Anstatt der langwierigen und unsicheren gravimetrischen 


Methode kann zur Kieselsiurebestimmung in biologischen Sub- 
stanzen nur ein colorimetrisches Verfahren in Betracht gezogen 
wer den. 

Die im Schrifttum angegebenen colorimetrischen Methoden 
sind auf die gelbe Farbenreaktion der Kieselsiure gegriindet, 
welche sie mit Ammoniummolybdat ergibt. Zuerst hat Isaacs) 
diese Reaktion zur colorimetrischen Bestimmung der Kieselsiure 
in der Asche von tierischen Geweben und Blut benutzt, und zwar 
derart, daB er die gelbe Silicomolybdensiiure mit Natriumsulfit 
zu einer intensivy blauen Verbindung reduzierte. Spiter haben 
andere Forscher verschiedene Verbindungen zur Reduktion der 
Silicomolybdinsiure angewendet. So beniitzten Oberhauser®) 
Zinnchlorir, Feig] und Leitmeier’) Benzidin, Teitelbaum) 
Pyrol, Némec, Lanik und Koppovaé*) Hydrazinsulfat baw. 
Natriumthiosulfat, King und Stantial!) 1,2, 4-Aminonaphtho- 
sulfosiure, Pincussen und Roman”), sowie Urban 4) Hydrochinon. 

Die colorimetrische Bestimmung der Kieselsiure selbst ist 
leicht und genau durchfihrbar. In Gegenwart von bestimmten 
Phosphat- und Eisenmengen ist aber die Bestimmung mit groBen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 261 18 
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Schwierigkeiten verbunden. In Organen und im Blut usw. sind 
Phosphor bzw. Phosphat und Eisen im Verhaltnis zum Silicium 
in groBen Mengen vorhanden, woriiber die folgende Zusammen- 
stellung gewisse Aufklirung gibt. 


Auf 1 g (Organ, Blut) berechnet 
Py Fe y Siy 
70—500 30—500 5—100 

Daher steht und fallt das Problem der Kieselsiiurebestimmung 
in biologischen Substanzen mit der Méglichkeit, Kieselséure neben 
Phosphat und Eisen colorimetrisieren zu kiénnen. Diese beiden 
Tonen stéren die Kieselsiurebestimmung direkt dadurch, das 
Phosphat mit Ammoniummolybdat dieselbe Gelbfarbung in der 
gleichen Intensitét gibt wie die Kieselsiiure und daB das Eisen 
mit Silicomolybdat eine briiunliche Farbung gibt. 

Die mit der colorimetrischen Bestimmung der Kieselsiiure 
neben Phosphat und Kisen sich beschiftigenden Verfasser waren 
auf verschiedene Weise bestrebt, die stérende Wirkung derselben 
auszuschalten. 


Isaacs®) trachtete den Einflu8 des Phosphats durch eine geeignete 
Anpassung des Siuregrades der Lisung vor dem Zusatz des Ammonium: 
molybdats auszuschalten. Er machte nimlich die Beobachtung, dab bei 
einer niederen Wasserstoffionenkonzentration (Ansiuern mit Essigsiure) nur 
die Kieselsiure mit Ammoniummolybdat reagiert, wihrend das Phosphat 
damit keine Fairbung gibt. Das Eisen glaubte er durch Zusatz einer, der 


Versuchslésung entsprechenden Eisenmenge zur Standardlésung auszu- 


schalten. Bertrand") wendete sich gegen das Verfahren von Isaacs, 
da das Sulfit gleichfalls das Phosphormolybdat reduziert. King'* ") stellte 
bei der eingehenden Uberpriifung der Isaacsschen Methode fest, dab sie 
ungewisse Resultate ergibt. 

Zur Ausschaltung des Phosphats durch Abscheidung haben King”) 
sowie Pincussen und Roman") in ihrer biologischen Zwecken dienenden 
Methode Magnesiamixtur angewendet. Durch Magnesiamixtur wird gleich- 
zeitig auch das neben Phosphat vorhandene Eisen als Ferrihydroxyd mit- 


_ gefallt. Ein Beseitigen des Eisens als Ferrihydroxyd ist aber hier nicht 


anwendbar, weil es viel Kieselsiiure adsorbiert. Das Eisen wird bei der 
Methode von Pincussen und Roman schon beim Lésen der Schmelze 
(Untersuchungssubstanz + Kaliumnatriumearbonat) in Wasser gréBtenteils 
als Ferrihydroxyd ausgefillt. Die Adsorption der Kieselsiure durch Ferri- 
hydroxyd wurde aber durch Pincussen und Roman iberhaupt nicht in 
Betracht gezogen. Ihre giinstigen Resultate kénnen auf eine Kompensierung 
der Adsorption mit der durch die warme ammonialkalische Lésung aus Glas 
herausgelésten Kieselsiure zuriickgefiihrt werden. Dagegen unterwarfen 
King und Stantial’*) die urspriingliche Kingsche Methode einer griind- 
lichen Modifikation. Sie verlieBen die Magnesiamixtur und schieden das 
Phosphat und Eisen auf Grund der Versuche von Thayer") sowie Lieb- 
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A knecht, Gelb und Bauer") durch Anwendung von Ammoniumdihydro- 


phosphat, Calciumearbonat und Calciumehlorid aus heifer neutraler Loésung 
- als Ferriphosphat und den Uberschu8 an Phosphat als Calciumphosphat 
~ aus. Das im Filtrat noch zuriickgebliebene Phosphat fillten sie nach Al- 
kalisierung des Filtrats durch Ammoniak in einer Platinschale. Der Gebrauch 
yon Glas soll méglichst vermieden werden. Die Verfasser beniitzten Ge- 
fibe aus kieselsiurefreiem synthetischem Material (Bonnyware), fiir neutrale 


- und saure Lésungen kénnen Jenaer GlasgefiBe beniitzt werden. 


> Némee und seine Mitarbeiter®) haben eine colorimetrische Methode 
= (ohne Entfernung des Phosphats und Eisens) zur Bestimmung der Kiesel- 
 siure in waBrigen Bodenausziigen ausgearbeitet. Mit dieser Methode (Vana- 
- datmethode) kann die Kieselsiiurebestimmung nur bei geringen Phosphat- 


und Eisenmengen, in welchen diese Substanzen in wiiBerigen Bodenaus- 
 ziigen auftreten, ausgefiihrt werden, sie ist also zu biologischen Zwecken im 


allzemeinen ungeeignet. Urbach') arbeitete eine Methode zur Kiesel- 


| siiurebestimmung in Trinkwasser aus, welche sich auf die gréBere Be- 
 stindigkeit des reduzierten Silicomolybdinkomplexes gegen den Phos- 


phormolybdinkomplex (bei Stehen, Erhitzen und bei Einwirkung von Oxal- 


sini 


;  siure) griindet. Diese bei Wasseranalysen gute Dienste leistende Methode 
 la8t sich aber bei gréBeren Phosphatmengen nicht anwenden, um so weniger, 


da sie auf die Gegenwart von Eisen keine Riicksicht nimmt, welches aber 


| im Trinkwasser nur in vernachlissigbaren Spuren vorkommt. Nach Ali- 
> marin und Zverev'*) werden Eisen und Phosphat durch Zusatz von iiber- 


schiissiger Phosphorsiure ausgeschaltet, welche die Firbung des Phosphor- 
molybdats zerstért, auf das Silicomolybdat aber wirkungslos ist und sich 


mit Eisen zu farblosem undisoziiertem Phosphat verbindet. Nachdem die 


Farbintensitét nur 30 Minuten lang unveridndert bleibt und die noch be- 
stimmbare Siliciummenge zu hoch ist (10.000 7 SiO,), halten wir diese Me- 
thode fiir biologische Zwecke ungeeignet. In letzter Zeit geben Kaiser 
Wetzel'*) auf Grund der Urbachschen'?) Methode ein Verfahren 
_ zur Kieselsiurebestimmung in Organen an. Dieses Verfahren kann aber 


_ auf Grund des oben gesagten (iiber die Urbachsche Methode) um so weni- 
' ger in Betracht kommen, als die Veraschung des zur Bestimmung ver- 
| wendeten 20 g Organmaterials 1—2 Arbeitstage in Anspruch nimmt. 


Aus der Beschreibung der bis jetzt bekannten Methoden der 
colorimetrischen Bestimmung der Kieselsiure ist ersichtlich, da8 
aur Bestimmung derselben im biologischen Material nur die Me- 
thode von King und Stantial!) in Betracht kommen kann. Die 
Durchfiihrung dieser Methode ist aber langwierig, auBerdem er- 


lordert sie spezielle GefaBe oder Platingeriite, und dieser Umstand 
: bereitet besonders bei Serienuntersuchungen Schwierigkeiten. Hier- 


zu kommt noch nach unseren Erfahrungen, daB das als Ferri- 


| phosphat ausgeschiedene Kisen, wenn auch weniger als 
das Ferrihydroxyd, doch Kieselsiure adsorbiert und der 
‘jdadurch zustande kommende Verlust bis auf 20°/, steigen kann. 
4 Da uns zu unseren im Gange befindlichen biochemischen Kiesel- 
Siurebestimmungen keine entsprechende Kieselsiurebestimmungs- 


18* 


Ry 
| 
4 
‘ | 
3 
4 
i, 
A 
: 
] 
: 


260 J. Bodnar und Tibor Térék, 


methode zur Verfiigung stand, stellten wir uns die Aufgabe, ejy | 
einfaches, schnell und zuverlissig durchfihrbares Verfahren zy 
Bestimmung von sehr kleinen Kiesels’uremengen in biologische, 


Substanzen auszuarbeiten. 
Wir haben zwecks bester Ausschaltung des Phosphats und 


des Hisens viele Versuche ausgefiihrt und stellten fest, daB dic F 
Uberfiihrung des Eisens in wasserlésliche Komplexforn | 
und die nachfolgende Fallung des Phosphats unter ge. | 
wissen Bedingungen mit Magnesiamixtur am einfachsten | 
und den Anforderungen entsprechend zum Ziele fihrten. Wir | 


fanden, daB das in salzsaurer Lésung vorhandene Ferriion durch F- 
Kaliumeyanid quantitativ in Kaliumferricyanid iibergeht, wem 


aber neben Eisen auch Phosphat vorhanden ist, fallt ein Teil des F 
Kisens als Ferrihydroxyd bzw. Ferriphosphat aus. Die Bildung f- 
dieser Kisenverbindungen kann verzégert bezw. das ganz 
Hisen als Komplexverbindung in Lésung gehalten werden, wen 
man nach Zusatz von Kaliumcyanid zu der Lésung etwas F- 
Zitronensiure dazugibt. Was das Phosphat betrifft, so fanden F 
wir, daB geringe Phosphatmengen sich durch Magnesiamixtur in F 
ammoniakalischer Lisung auch nach 24stiindigem Stehen quan- 
titativ nicht ausscheiden. Eine quantitative und schnelle Aus- fF 
scheidung kann nach unserem Versuche nur erreicht werden, wenn | 
die Lésung in 5 ccm mehr als 2000 y Phosphor (als Phosphat| Ff - 
enthilt, zu derselben 3 ccm saure Magnesiamixtur zugesetzt wird F~ 
und mit 3ccm etwa 8°/,iger Ammoniaklésung tropfenweisef 
alkalisch gemacht und nachher etwa 5—10 Minuten lang zentr- t 
fugiert wird. Bei der Bestimmung des Siliciums muB man als f 
ohne Riicksicht auf den Phosphatgehalt des Versuchsmaterials | 
etwa 2000 y Phosphat—Phosphor zur Versuchslésung hinzufiigen 

Die zur Bildung der Kisenkomplexverbindung nétige Zitrone 


siure, sowie der zur quantitativen Ausscheidung des Phosphats 


erforderliche Phosphatzusatz wird am einfachsten in der sauret | 


Magnesiamixtur gelést zur Versuchslésung zugefiigt. 


Unter solchen Bedingungen fanden wir es am zweckmibig- 
sten, den Silicomolybd&nsiiurekomplex durch Hydrochinon wif 


Natriumsulfit zu reduzieren. 


Ausfiihrung der Kieselsiurebestimmung neben Phosphat und Eisel. 


Erforderliche Reagenzliésungen: 


Nr. 1. Salzsdurelésung: 80 ccm Salzsiure pro analysi (spez. Gew. 1,19 


werden in 920 cem destilliertem Wasser gelést. 
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; Nr. 2. Kaliumeyanidlésung: 6,5 g Kaliumcyanid pro analysi werden in 
100 cem destilliertem Wasser gelést und die Lésung in paraffiniertem 
Glas auf bewahrt. 

Nr. 3. Saure Magnesiamixtur (mit Zitronensiure- und Phosphatzusatz): 
42 g Ammoniumchlorid, 22 g krystallisiertes Magnesiumchlorid, 1 g 


ibe ein 
ren zur 
gischen 


ats und Citronevsiure und 1,3g Ammoniumdihydrophosphat werden in 200 cem 
laB die Salzsiiure (Nr. 1) gelést. 


2xform Nr. 4. Ammoniaklésung: Aus dem gewéhnlichen Salmiakgeist wird das 
ge.  Ammoniak in paraffinierte Flaschen gegossen und mit Eis gekiihltem 
achsten fF Wasser durch ein paraffiniertes Rohr destilliert. Nach Titrierung 
OW a wird diese kieselsiurefreie Ammoniaklésung mit destilliertem Wasser 
7 auf eine Konzentration von etwa 8°/, verdiinnt. 


durch  Nr.5. Ammoniummolybdatlésung: 10 g Ammoniummolybdat werden 
y Wenn in 200 cem 5°/,iger Schwefelsiure gelést. Die Liésung bleibt 24 Stun- 
eil des den lang stehen und wird dann filtriert. 


Bildung A Nr. 6. Hydrochinonlésung: 4 g Hydrochinon werden in 200 cem 4 Trop- 


ganze fen konzentrierter Schwefelsiure enthaltendem destilliertem Wasser 
wenn : gelést. Die Lésung wird in braunem Glas méglichst in einem kiihlen 
nr _ Nr.7. Natriumsulfit-carbonatlésung: 30 g wasserfreies Natriumsulfit 
werden in 200 ccm Wasser, 160 g wasserfreies Natriumcarbonat in 
in 800 cem Wasser geldést, die filtrierten Loésungen vermischt. Dieses 
quan- F Reagens wird am zweckmiBigsten in eine in der Figur angegebene 
montierte Deville-Flasche gegossen, wo es vor Oxydation geschiitzt 
wenn [em und gebrauchsfertig aufbewahrt werden kann. 
zt wird ( 
weilse 
zentri- 
n also 4 
terials 
ifiigen. 
ronen: 1 = Pyrogallol—Natronlaugelésung 
sphats 4 2 2 = Natriumsulfit-carbonatlésung 
saurel 
niiBig- 
n und 


Die Bestimmung der Kieselsiure liBt sich durch Anwendung 
" ui] | dieser Reagenzien in einer Natriumsilicat, Ferrichlorid und Na- 
tviumphosphat enthaltenden Lésung folgendorweise durchfiihren, 
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Aus der Versuchslésung wird eine bekannte Menge (nicht 
mehr als etwa 5 ccm) in einen 15 ccm fassenden MeBkélhche, 


abpipettiert. Die Lésung wird mit 0,5 com Salzséurelésung, coy 


Kaliumcyanidlésung und mit 1,5 ccm saurer Magnesiamixtur ver. 
setzt, durchgeschiittelt und dann unter stindigem Schiittely 
tropfenweise 3 ccm Ammoniaklésung zugefiigt. Der Inhalt de; 
mit destilliertem Wasser zur Marke aufgefiillten MeBkélbchens 
wird in ein Zentrifugenglas gebracht und 5—10 Minuten lang 
zentrifugiert. Aus der tiber dem abzentrifugierten Niederschlag 
stehenden Lésung werden mittels einer mit Filterstibchen ver. 
sehenen Pipette 10 ccm in ein 25 com-MeBkélbchen abpipettiert, 
mit 1,5 ccm Ammoniummolybdat- und 1,5 cem Hydrochinonlésung 
versetzt und gut durchgeschiittelt. Nach 5 Minuten Stehen wird 
die blaue Lésung mit Natriumsulfit-Carbonatlésung bis zur Marke 
aufgefiillt, durchgeschiittelt und in die Kiivette des Photometers 
iibergegossen, 10 Minuten lang der Wirkung der Glihlampe des 
Photometers ausgesetzt und nachher die Messung durchgefiihrt. 
Wir haben zur photometrischen Bestimmung des Siliciums 
einen nach dem System Lange-Roth konstruierten mit 2 Photo- 
elementen und mit Galvanometer arbeitenden lichtelektrischen 
Photometer*) beniitzt, welcher Apparat sich nach unseren Erfab- 
rungen sehr gut bewahrt hat. Uber die Konstruktion und Kin- 
stellung des Apparates verweisen wir auf die unten stehenden 
Mitteilungen**). Bei den Messungen werden das rote Filter des 
Apparates und 10 mm-Kiivetten verwendet. Eine Kiivette des 
Apparates wird mit reinem destillierten Wasser, die andere mit 
destilliertem Wasser gefiillt, welches die Reagenzien enthalt und 
gemessen (Blindprobe); nach AusgieBen der Blindprobe wird diese 
Kiivette mit der das Silicium enthaltenden blauen Versuchslésung 
gefillt und gemessen. Der Ausschlag der Galvanometernadel zeigt 
unmittelbar die Absorption der Lésung in Prozenten und auf der 
Skala kann man auch die Extinktion (KE) ablesen. Wir haben die Kx- 
tinktionswerte von 10—70 y Siliciummengen in Gegenwart der zur 
Phosphat- und Kisenausschalten benutzten Reagenzienmengen (cil 
UberschuB der Reagenzien ist wegen der die Farbenintensitit 
beeinflussenden Wirkung derselben zu vermeiden) bestimmt und 


* Der Apparat wird durch die Firma Erdély és Szab6 (Budapest) 
in Verkehr gebracht. 

*« E. B. Hatz, Mikrochem. 21, 28 (1936) und Paul Roth, Klinische 
Messungsmethoden mit dem Lange-Rothschen lichtelektrischen Photo 
meter (ungarisch), Budapest 1937. 
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die Daten der Tab. I zeigen, da® das Silicium aus der ab- 
elesenen Extinktion durch Multiplikation mit dem Mittelwert- 
faktor (88,6) genau zu bekommen ist. Aus dieser Siliciummenge 
wird der Siliciumgehalt der Versuchslésung durch Multiplikation 
mit 1,5 (aus dem 15 com MeSkélbchen wird zur Bestimmung 
10 ccm benutzt) ausgerechnet. | 


Tabelle I 

i ittelwertfaktor 
Si Extinktion | Faktor 
E Si/E Si 
10 0,114 87,7 10,1 
15 0,169 88,8 15,0 
20 0,226 88,5 20,0 
25 0,281 89,0 24,8 
30 0,345 87,0 30,6 
35 0,400 87,0 35,6 
40 0,441 905 39,1 
45 0,500 90,0 44,3 
50 0,558 89,6 49,4 
60 0,680 88,2 60,2 
70 0,787 89,0 69,7 


Mittelwertfaktor: 88,6 


Die Zuverlissigkeit der geschilderten Methode wurde in zahl- 
reichen Fallen gepriift und die Daten der Ergebnisse einiger 
Analysen, wobei 6—74y Siliciummengen in Gegenwart von ver- 
schiedenen Phosphat- und Eisenmengen bestimmt werden, stellt 
Tab. II dar (die gefundenen Siliciummengen sind Mittelwerte unter 
einander gut iibereinstimmenden Bestimmungen). 

Die Daten der Tab. II zeigen, daB die gréSte Differenz 
zwischen den vorgelegten und gefundenen Siliciummengen +6,7°/, 
ausmacht und in der Mehrzahl der Fille die Differenzen stark 
unter +5°/, sind. 

Die Notwendigkeit der Citronensiure neben Kaliumeyanid 
zur Uberfihrung des Eisens in komplexe Form zeigen klar die 
in der Tab. III zusammengefaBten Analysendaten, die durch An- 
wendung von Magnesiamixtur mit und ohne Citronensiure ge- 
wonnen werden. 

Unsere Versuche iiber Anwendung dieser Methode zur Kiesel- 
siiurebestimmung in biologischen Substanzen fiihrten zu dem 
Resultat, daB die Zerstérung des organischen Materials am 
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Tabelle II 
In 5eem Versuchslésung vorgelegt as 
geieg Differenz 
Fe | P | Si 
Y 7 
400 200 6,0 6,4 +6,7 
100 50 6,4 6,4 0,0 
200 200 8,4 8,3 me 
200 400 10,0 10,0 0,0 
800 650 14,5 15,3 +5,5 
150 80 19,2 18,5 —3,6 
1000 20 20,0 19,6 — 2,0 
450 200 25,6 25,0 —24 
500 500 31,6 32,0 +1,3 
500 250 34,4 34,1 —0,9 
200 1000 48,5 51,0 +5,0 
150 150 50,0 48,4 —3,2 
10 200 58,0 60,5 +4,3 
350 300 60,8 58,6 — 8,6 
500 250 68,0 67,3 —0,9 
120 50 74,0 72,6 ~1,9 
Tabelle III 
In 5cem Versuchslésung vorgelegt | Gefundenes 
Si Differenz | 4 »merkun 
Fe P Si 
Y Y 
1000 500 20 19,5 — 2,5 
1000 500 20 20,3 + 1,5 
1000 500 20 19,5 — 2,5 Mit 
1000 500 20 19,7 — 1,5 . 
1000 100 20 20,2 
1000 100 20 20,8 + 1,5 sdure 
50 500 20 19,3 — 3,2 
50 500 20 19,8 85 
Ohne 
1000 500 20 17,0 — 15,0 Citronen- 
1000 500 20 16,5 —17,5 aSure 


schnellsten und am zweckmifigsten derart auszufiihren ist, dai 
man das durch Austrocknung des Organs, Blutes, Faeces usw. g¢e- 
wonnene staubfeine Pulver mit Kaliumnatriumcarbonat schmilzt. 
Die Austrocknung des Organbreies usw. geschieht am einfachsten 
in flachen Porzellanschalen im Wasserbad. Bei Serienversuchen 
ist es sehr zweckmiabig, einen eigens zur Austrocknung von Organ- 
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breien, Blut usw. konstruierten Trockenschrank*) zu benutzen, 
wobei die in diimnen Schichten auf Glasplatten gestrichenen 


———= Organbreie im warmen Luftstrom schnell trocknen. 

renz 

 Ausfiihrung der Kieselséurebestimmung in biologischen Substanzen 
7 In einem kleinen mit Deckel versehenen Platintiegel (von 
0  etwa 5g) werden je nach dem Siliciumgehalt 0,05—0,25 g Organ- 
:  pulver abgewogen und mit 0,25g Kaliumnatriumcarbonat pro 
5 'analysi griindlich vermischt. Der lose zugedeckte Tiegel wird 
6 auf ein Porzellanréhren-Dreieck schief gestellt, anfangs mit kleiner 
4 : Flamme eines Teclu-Brenners erhitzt, dann steigert man die 
3 _ Temperatur durch allmihliche VergréBerung der Flamme derart, 
9 ‘da die organische Substanz langsam verkohlt, ohne Flamme ver- 
 brennt und mit dem Kaliumnatriumcarbonat verschmilzt. Nach 
3 dieser Operation, welche 15—20 Minuten in Anspruch nimmt, 
6 _ wird der zugedeckte Tiegel senkrecht gestellt, mit der vollen 
‘ _. Flamme des Teclu-Brenners 40 Minuten lang erhitzt und wihrend 


' dieser Zeit der fliissige Tiegelinhalt durch entsprechende Be- 
| wegung des Tiegels mit einer mit Platinspitzen versehenen Zange 

| einige Male umgeriihrt. Nach Abkihlen wird der Tiegelinhalt 
——  f nach Zugabe von 1—2 Tropfen Methylorangelésung mit der eben 
| ndtigen Menge von tropfenweise zugegebenen Salzsiure (Nr. 1) 
kung — vorsichtig in Lésung gebracht und nach Aufhéren der Kohlen- 
| dioxydentwicklung einige Minuten lang im Wasserbad erwirmt. 
Zur abgekiihlten neutralen Lésung wird 0,5ccm Salzsiure zu- 
 gefiigt, in ein 15ccm-MeBkélbchen iibergespilt und der Tiegel 
t | 3mal mit 1ccm destilliertem Wasser nachgewaschen. Nachher 
en- wird dieser Lésung 0,5ccm Kaliumcyanidlésung und 1,5 ccm saure 
Magnesiamixtur zugegeben und danach die Bestimmung des Sili- 
clums auf die bereits angegebene Weise weiter ausgefiihrt. Es 
_ mu hier aber in Betracht gezogen werden, daB die Versuchs- 
| lésung auch die vom Kaliumnatriumcarbonat gebildeten Chloride 
e | enthalt, welche auf die Farbenreaktion des Siliciums bei der Be- 
stimmung im Photometer nicht ohne EinfluB sind. Deshalb wurden 


fas) 


daB die Extinktionswerte von 5—70y Siliciummengen unter denselben 
gee  Verhaltnissen (durch Schmelzen mit 0,25 g Kaliumnatriumcarbonat) 
ilzt, [| bestimmt, wie dies bei der Priifung von Organpulver geschah; so 
sten f ¢rgibt sich ein gréBerer Mittelwertfaktor, nimlich rund 100. Im 
hen 


4 *) Noch nicht publiziert. 
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Endresultat wird der Siliciumgehalt des Organpulvers durch 
folgende Formeln ausgerechnet. 


15 x (H-E’) 
a 


Si mg-°/, = 


a = Organpulver in Gramm, WH = Extinktion der Versuchslésung, 
i’ = Extinktion des Blindversuches. 


Tabelle IV 
Organpulver | Erhitzungszeit Si Differenz 
Organ g in Minuten mg-°/, lo 
0.25 50 6,5 
0,25 40 6,5 — 
0,25 10 5,3 —12,3 
0,25 0 3,2 —54 
0,25 50 8,7 — 
0,25 10 2,3 —39 
0,05 50 113,2 _ 
0,05 40 113,5 ate 
Lunge . . 0,1 10 88,6 — 21,8 
0,25 10 68,6 — 40 
0,25 10 49,6 —56 


Wir haben die Erhitzungszeit nach Verbrennen des organi- 
schen Materials mit 40 Minuten angegeben. Das Einhalten dieser 
Zeit ist sehr wichtig, da eine kiirzere Zeit, wie dies aus der 
Tab. IV klar hervorgeht, zu niedrigen Resultaten fiihrt, wogegen 
eine lingere Erhitzungszeit nicht stért. Diese Erscheinung kann 
darauf zuriickgefiihrt werden, daB die Kieselsiure durch die Koble 
der organischen Substanz ganz oder teilweise reduziert wird und 
das gebildete SiO, bzw. Si mit Kaliumnatriumcarbonat langere 
Zeit erhitzt werden mu8, um es in lisliche Alkalisilikate umzu- 
wandeln. 


Die Daten der Tab. V zeigen deutlich die gute Ubereinstin- 
mung der Paralellbestimmungen, die Differenzen von den Mittel- 
werten bleiben diesseits der Fehlergrenzen. 


Aus der Tab. VI geht deutlich hervor, daB die den Organen 
zugesetzten Siliciummengen mit einer solchen Genauigkeit be- 
stimmt werden, daB die Differenzen zwischen den berechneten 


und gefundenen Siliciummengen in allen Fallen stark unter +5°/, 
bleiben. 
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Tabelle V 
In Mittelwert} Differenz von 
Organ Organpulver Si Si Mittelwert 
g mg-"/ mg-"/, 
0,25 6,4 
hier. 0,25 6,6 6,5 +1,5 
| 0,25 6,4 —1,6 
0,25 3,5 — 6,7 
Blut ° 0,25 3,7 3,7 0,0 
0,25 3,9 +6,7 
0,1 48,6 +1,7 
Pankreas . . 01 47,0 47,8 
0,05 112,5 —0,6 
Lunge ... 0,05 114.0 113,2 +0,6 
Tabelle VI 
_ Organ- |In Organ-| Zuge- | Berech- | Gefun- , 
Organ pulver jpulver Si | setztes Si] netes Si | denes Si Differenz 
0,25 16,8 27,0 43,3 42,6 is 
Leber. J) 9:25 16,3 20,0 36,3 37,7 +3,9 
0,25 16,3 20,0 36,3 35,7 —1,7 
0,25 16,3 12,0 28,3 28,1 —0,7 
0,25 9,4 21,0 30,4 31,4 +3,3 
Blut. 0,25 9,4 20,0 29,4 28,4 — 3,5 
0,25 9,4 9,0 18,4 17,5 ~4,9 
ee | 55,7 40,0 95,7 94,0 —0,2 
0,05 55,7 20,0 15,7 17,7 +0,8 


Die Bestimmung der Kieselsiure im Organpulver, Blut usw. 
mit der yon uns ausgearbeiteten Methode nimmt nicht mebr als 
2 Stunden in Anspruch. Sie bedeutet um so mehr einen groBen 
Fortschritt, als die Bestimmung mit einfachen Mitteln ausfiihr- 
bar ist. 

Zusammenfassung 


Wir haben eine einfache, schnelle und genaue Werte liefernde 
photometrisehe Methode zur Bestimmung der Kieselsiure im bio- 
logischen Material ausgearbeitet. 

Die Methode beruht darauf, daB die Untersuchungssubstanz 
\Organpulver, trockenes biologisches Material) mit Kaliumnatrium- 
carbonat verschmolzen, die Schmelze in Salzsaure gelést, das in 
der Lésung anwesende Eisen durch Kaliumcyanid und Zitronen- 
siure in wasserlésliche Komplexform iibergefiihrt, das Phosphat 
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gleichzeitig unter bestimmten Bedingungen durch saure Magnesia. 
mixtur und Ammoniak quantitativ gefallt und in der Zentrifugat. 
lésung die Kieselsiure durch Reduktion mit Hydrochinon und 
Natriumsulfit des Silictummolybdinkomplexes mit dem Lange. 
Rothschen lichtelektrischen Photometer bestimmt wird. 


Die Durchfiihrung der Bestimmung dauert 2 Stunden. Der 


mittlere Fehler ist meist stark unter + 5°/,. 
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Die vollstandige Trennung der alkalischen Nierenphosphatase 
in Protein und prosthetische Gruppe und ihre Reaktivierung 
II. Mitteilung 


Von 


D. Albers 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. August 1939) 


Wir konnten vor kurzem an dieser Stelle') berichten, daB es 
uns auf dem Gebiet der Hydrolasen, und zwar fiir die alkalische 
Nierenphosphatase erstmalig gelungen war, eine einwandfreie Tren- 
nung in Apo- und Co-Ferment durchzufiihren. Die Inaktivierung 
des Holoferments ‘fiihrten wir mittels Kreislaufdialysator nach 
Manegold durch. Die Vereinigung der AuBen- mit der Innen- 
fliissigkeit ergab eine Reaktivierung auf nahezu100°/,. In Parallel- 
ansitzen mit Magnesiumzusatz in optimaler Konzentration wurde 
gezeigt, daB das Ferment mit Magnesium eine ahnliche In- bzw. 
Reaktivierung erfahrt wie in Versuchen ohne Mg; zwar bleibt der 
katalytische Effekt des Metalls erhalten, indem auch nach der 
Dialyse nach Zusatz desselben eine Aktivititssteigerung zu beob- 
achten ist, aber eine Enzymkomplettierung erst nach Zugabe der 
AuBenfliissigkeit, welche die Wirkgruppe enthalt, zustande kommt. 

In unsern damaligen Versuchen konnten wir durch 2—3 tigige 
Dialyse nur eine unvollstiindige Inaktivierung des Holoferments 
erreichen. Es blieben 9—30°/, der urspriinglichen Aktivitat er- 
halten, d. h. in demselben Prozentsatz war das Apoferment durch 
Holoferment verunreinigt. Es war daher das nichste Ziel, das 
spezifische Protein vollstaindig von der Wirkgruppe zu trennen. 

Kine zeitliche Ausdehnung der Dialyse auf etwa 4 Tage 
miBte, wenn die Aktivititsabnahme geradlinig verlaufen wiirde, 
vollkommenen Verlust der Fermentwirkung zur Folge haben. In An- 
sitzen mit verschiedenen Fermentlésungen und verschiedenen 
Konzentrationen sahen wir, daB das Holoferment um so lang- 
Samer dissoziiert, je geringer seine absolute Menge in der 


1) D. Albers, Diese Z. 261, 43 (1939). 
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Innenfliissigkeit des Dialysators ist. Im Hinblick auf die nur ap. 
nihernd gleichmaéBig einzustellende Umlaufsgeschwindigkeit des 
zirkulierenden Wassers und der Empfindlichkeit der Kollodium- 
membran ergeben sich recht gut iibereinstimmende Inaktivierungs. 
zeiten. 

In einem Versuch, der 2 mg einer Nierenenzymlésung in 1 ccm 
enthielt, war nach 200Stunden eine vollstindige Inaktivierung 
noch nicht erreicht. Die Abspaltung im 1 stiindigen Bebriitungs- 
ansatz bei 35° ergab vor der Dialyse 0,795mg P,O,, mit Mg. 
Zusatz 1,25mg P,O,, nach 200stiindiger Dialyse 0,015 mg P,0, 
baw. 0,048 mg P,O, mit Mg, berechnet auf 1 mg Trockenpulver, 
Wir verringerten daher die Knzymmenge auf 1:10 und sahen, 
daB nach 115stiindiger Dialyse eine vollkommene Wirksamkcits- 
abnahme des Enzyms eingetreten war. Die allmihliche Inakti- 
vierung veranschaulichen die Tab. 1 und 2. 


Tabelle 1 


Nierenfermentpriparat D, Konzentration im Dialyseversuch 2 mg/1 ccm 


Ansatz: 1 stiindige Spaltung bei 35°, Ammoniakpuffer py 10,1. 
Substrat: §-glycerinphosphorsaures Na. 


Mit Mg 


mg P,O; | in °/, 


Vor Dialyse...... 0,362 | 100 0,747 100 


Nach 66stiind. Dialyse . 0,031 8,6 0,185 18 
0,8 0,019 2,5 
, 0 0,000 0 


Den Beweis, daB eine Spaltung des Holoferments in Apo- 
und Co-Ferment vorliegt, konnten wir durch die Reaktivierung 
bringen. Zusatz des Co-Ferments, welches nach 120 Stunden 
Dialyse der Fermentlésung D (vgl. Tab.1) gewonnen war, zum 
reinen Apo-Ferment der Versuchslésung C, welches nicht die 
geringste enzymatische Wirksamkeit hatte (vgl. Tab. 2), zeigte 
eine Aktivititszunahme vom Wert Null auf 16°/, — bzw. 18°/, im 
Ansatz mit Mg — der Enzymwerte vor der Dialyse (Werte = 100°/,). 
Kine weitere Steigerung hitte sich vermutlich durch Zusatz der 
optimalen Co-Fermentmenge erzielen lassen. Eine Reaktivierung 
auf annihernd 100°/, der Ausgangslésung, die wir bei kiirzerer 
Dialysezeit erreichen konnten, gelang uns bei etwa 10 tagiger 
Dialyse nicht. Wir nehmen an, da das spezifische Protein durch 
die lange Versuchsdauer an Wirksamkeit verliert. 
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Tabelle 2 


Nierenfermentpriparat C, Konzentration im Dialyseversuch 0,4 mg/1 ccm 


Ansatz: 1stiindige Spaltung bei 24°, Ammoniakpuffer p,, 10,1. 
Substrat: §-glycerinphosphorsaures Na. 


Ohne Mg Mit Mg 
mg P,O,; | in mg P,0O, | in °/, 


1 Vor Dialyse...... 0,795 100 1,250 100 
Nach 210stiind. Dialyse | 0,024 3 0,049 3,3 
,» 280 4, ” 0,000 0 0,000 0 
Reaktivierung durch Zu- 
Dialyee von |{ 16 | 0,922 18 
Niere D (Tab. 1) 


In einem weiteren Versuch wurde die Enzymlésung zunichst 


durch 24stiindige Dialyse gegen flieBendes Wasser von anorgani- 
'schen und andern leicht dialysablen Stoffen befreit. Die Aktivitit 
| des Enzyms nahm hierdurch von 4,87 bzw. 5,26 abgespaltenem 
| P.O, pro mg Tr.P. auf 0,936 bzw. 2,04mg P,O, ab. Das Ferment 
_ wurde jetzt in den Kreislaufdialysator gebracht. Nach 168 Stunden 


war eine komplette Inaktivierung eingetreten (vgl. Tab. 3). 


Tabelle 3 


| Nierenfermentpriparat F, Konzentration im Dialyseversuch 0,1 mg/1 ccm. 


Diese Lésung wurde einer 24stiindigen Dialyse gegen flieBendes 
Wasser unterworfen, um leicht dialysable Stoffe zu entfernen. Abnahme 


| der Fermentaktivitét von 4,87 bzw. 5,26mg P,0O; auf 0,986 bzw. 2,04 mg 
P,O, mit Mg. 


Ansatz: 1stiindige Spaltung bei 35°, Ammoniakpuffer p, 10,1. 
Substrat: §-glycerinphosphorsaures Na. 


Ohne Mg Mit Mg 
mg PO, | in °/, mg P,O,; | in °/, 


_Kreisiaufdialysator ee 0,936 100 2,040 100 
| Nach 48stiind. Dialyse . . 0,364 39 0,575 28 
» 8 0,220 1,1 


von Co-F. der 120stiind. 
Dialyse desselb. Ansatzes 
Co-F.: Apo-F. 0,7:1 . . 0,121 13 
Co-F.: Apo-F. 24:1 .. 0,186 | 20 
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Das in den ersten 120 Stunden gesammelte Co-Ferment 
ergab eine Reaktivierung auf 20 bzw. 23,3°/, des Ausgangswertes, 
Die hierfiir erforderliche Co-Fermentmenge betrug das 2,48 fache 
der Apo-Fermentmenge (vgl. Tab. 3). Wir nehmen an, daf das 
Co-Ferment in diesem Versuch nicht quantitativ gewonnen wurde. 
Nach Zusatz von weniger Co-Ferment war auch die Reaktivie. 
rung geringer. Es mu betont werden, daB das Co-Ferment 
nicht mit Magnesium identisch sein kann, da das bis zum Null. 
wert dialysierte Enzym durch Mg-Zusatz nicht  reaktiviert 
werden konnte. AuBerdem enthielt die Fermentlisung der Tab. 3 
kein nachweisbares freies Mg-lon. Jonen waren durch voran. 
gehende Dialyse gegen flieBendes Wasser entfernt worden. Uber 
quantitative Reaktionsbeziehungen zwischen Apo- und Co-Ferment 
werden wir demnichst berichten. 


Methodik: vgl. vorangehende Arbeit in dieser Zeitschrift. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren 
57. Mitteilung 


Von 


Martin Schenck 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1939) 


Oxydation der Oximinoketohydroxamsaure C,,H,,N,0, 
mit Permanganat. 


In einer friheren Mitteilung!) ist gezeigt worden, daB eine 
stickstoffhaltige Saure, die durch eine Reihe von Operationen 
aus Biliansiure erhalten werden kann und durch die Formel 
C,,H,,N,O, oder C,,H,,N,O, zum Ausdruck kommt, unter dem 
Einflu8 iiberschiissiger Lauge ihren Stickstoff in freier elemen- 
tarer Form in einer Menge von 90—94°/, bezw. bei langerer 
Versuchsdauer?) fast 100°/, abgibt. Das stickstofffreie Reaktions- 


produkt hat sich noch nicht in geniigender Weise charakterisieren 


lassen. Es ist angenommen worden, daB die stickstoffhaltige 
Siure eine leicht abspaltbare —N=N-Gruppe enthilt, oder daB 
sich eine solche Gruppe unter der Kinwirkung der Lauge un- 


_ mittelbar vor der Abspaltung erst bildet. — Spater wurde beob- 


achtet, daB die sog. 8-Saiure C,,H,,N,O,,, die durch Umlagerung 
aus der ,a@-Siure“ entsteht, mit alkalischer Permanganatlésung 
zwar nicht quantitativ, aber doch in erheblicher Menge (etwa 33°/,) 
freien Stickstoff entwickelt*). Neben der Gasentbindung spielen 
sich offenbar noch andere Vera’nderungen an den stickstoffhaltigen 
Gruppen des Molekiils ab; es hat sich aber bis jetzt ein defi- 
niertes bzw. einheitliches Reaktionsprodukt nicht isolieren lassen. 
Fiir die ,,8-Siure“ ist das Symbol I aufgestellt worden, das sich 
der Strukturformel des Camphoryloxims an die Seite stellen wiirde. 
Wie beim Camphoryloxim miBte auch bei der f-Siure u. U. statt 
der Gruppe —CO—N(OH)—CO die Gruppierung —C(: NOH)—O 
—CO— gesetzt werden. Man kann sich vorstellen, daB bei der 


) Diese Z. 220, 61 (1933). 2) Diese Z. 253, 246 (1938). 
*) Diese Z. 253, 244 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 261 19 
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Oxydation der f-Saure die stickstoffhaltige Gruppe des Ringes B 
nach oxydativer Ringsprengung Beziehungen zum Lactamstickstoff 
desselben Molekiils aufnimmt, aber auch andere Méglichkeiten sing 
nicht ausgeschlossen. Jedenfalls diirfte auch hier als unmittelbare 
Vorstufe des gasférmigen Stickstofis eine labile Gruppierung 
—N=N— anzusehen sein. 

In der Zwischenzeit sind noch verschiedene stickstoff haltige 
Derivate von Gallensauren auf Stickstoffentwicklung bei der Osy. 
dation mit alkalischer Permanganatlésung gepriift worden. Von 
diesen Derivaten sei hier eine stickstoffliefernde Siure hervor-. 
gehoben, und zwar aus dem Grunde, weil sich in diesem Falle 
das stickstofffreie Oxydationsprodukt in gut krystallisierter Form 
hat erhalten lassen und mit einer bekannten Verbindung identi- 
fiziert werden konnte. Es handelt sich bei der stickstofflieferp. 
den Séure um die Oximinoketohydroxamsiure C,,H,,N,O,, die 
durch Reduktion mit Zinkstaub und Ammoniak aus der Nitro- 
ketohydroxamsaure C,,H,,N,O, entsteht, die ihrerseits aus Dehy- 
drocholsdure-trioxim erhalten werden kann. Fir die Oximino- 
ketohydroxamsaure wurde die Strukturformel II aufgestellt. Un- 
sicher ist in dieser Formel lediglich die Stellung der Hydroxan- 
siuregruppe, sie muBte u. U. den Platz mit der in 1,6-Stellung 
zu ihr befindlichen Carboxylgruppe tauschen, wenn auch die in 
der Formel angenommene Stellung der beiden Gruppen als die 
wahrscheinlichere anzusehen sein diirfte1). Bei der Oxydation der 
Saure II mit alkalischer Permanganatliésung entsteht nun Cilian- 
siure (C,,H,,0,,,IV). Die Bildung dieser Séure wird so erfolgen, 
daB die beiden stickstoffhaltigen Gruppen gréBtenteils als Nitrit 
aboxydiert werden und hierbei zunichst Biliansiure (III) auftritt, 
die dann in bekannter Weise nach W. Borsche und R. Frank’) 
in Cilianséure tibergeht. In einer Nebenreaktion, die auch zu 
Bilianséure bezw. Ciliansiure fiihrt, werden die stickstoffhaltigen 
Gruppen nicht als Nitrit aboxydiert, sondern entwickeln freien 
Stickstoff und auBerdem in etwa gleicher Raummenge allem 
Anschein nach Stickoxydul. Ohne andere Méglichkeiten aus- 
schlieBen zu wollen, halte ich es fiir wahrscheinlich, daB die beiden 
Gruppen desselben Molekiils unter Wasserabspaltung miteinander 
reagieren, etwa nach dem Schema: 

—C(:0)-NHOH + HOHN -C=C< 
ZW. 
—C(OH)=NOH + HON=C< -——» —C(OH)=N—O—N=C<, 


1) Diese Z. 230, 202 (1934). *) Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927). 
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worauf dann die oxydative Abspaltung von N, und N,O erfolgt*). 
bei der Oxydation der Saure II Biliansiure sich bilden 
wirde, die dann weiter zu Ciliansiure oxydiert wird, konnte zwar 
'erwartet werden, es muBte aber diese Reaktion nicht unbedingt 
‘eintreten, denn in einem anderen Falle, namlich bei der Oximino- 
C,,H,,N,O,, die dieselbe Ketoximgruppe 
fin Ring B enthalt wie die Saiure II, reagiert diese Gruppe mit 
‘alkalischer Permanganatlésung nicht unter Bildung der ent- 
' sprechenden Ketogruppe, sondern in anderer Weise, nimlich an- 
scheinend nach dem Schema: —C(:NOH)}-CH< —» —C:N—CO<, 
‘also unter oxydativer Ringsprengung). Beiliufig bemerkt, stellt 
Ubergang der Oximinoketohydroxamsiure II in Ciliansiure 
‘eine 4. Bildungsweise der letztgenannten Siure dar, diese 4. Bil- 
| dungsweise lauft aber anscheinend auf die erste (aus Biliansiure) 
‘ hinaus, da die Siure II, wie oben betont wurde, bei der Oxy- 
dation zunachst Biliansiure liefern diirfte. Nach W. Borsche 
'und R. Frank (a. a. 0.) hat man sich den Ubergang der Bilian- 
| siure in Ciliansiure .unter der Kinwirkung alkalischer Perman- 
'ganatlésung so vorzustellen, da8 zunichst ein a-Diketon (Formel 
'wie III, nur an Stelle der Methylengruppe in Ring B eine Keto- 
'gruppe) entsteht, das dann eine Umwandlung nach Art der Benzil- 
_ siure-Umlagerung erfahrt. Eine 2. und eine 3. Bildungsweise der 
 Ciliansiure sind in einer friheren Mitteilung?) beschrieben worden. 
Das Isonitroketon C,,H,,NO,, (Formel wie III, nur an Stelle der 


33 


|Methylengruppe in Ring B die Gruppe >C:NO,H) und das 
'Aminoketon C,,H,,NO, (Formel wie III, nur an Stelle der Me- 


24 


| thylengruppe in Ring B die Gruppe >CH-NH,) liefern nimlich 
Pbeide mit alkalischer Permanganatlésung Ciliansiure und in 
'beiden Fallen ist als erstes Oxydationsprodukt das eben erwihnte 
_c-Diketon anzusehen, das dann weiter verindert wird. Das Amino- 
'keton C,,H,,NO, wird auch durch Fehlingsche Lisung bereits 
| in der Kalte oxydiert, und auch bei dieser Reaktion entsteht allem 
Anschein nach Ciliansiure’).— Die Beobachtung, daB bestimmte 
 Stickstoffhaltige organische Verbindungen bei Oxydationen schon 
_bei gew6hnlicher Temperatur gasférmigen Stickstoff abgeben, hat 
‘vielleicht auch ein gewisses biologisches Interesse im Hinblick 
‘auf die Frage, ob durch Bakterienwirkung aus organischem stick- 


* Anm. bei der Korrektur. Nach noch nicht abgeschlossenen Ver- 


suchen scheint nur die Hydroxam- (Hydroxim-) siuregruppe an der Gas- 
-entwicklung beteiligt zu sein. 


') Diese Z. 248, 179 (1987). *) Diese Z. 244, 245 (1936). 


*) Diese Z. 246, 259 (1937). 
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stoffhaltigem Material unmittelbar, d. h. also nicht auf dem Wege 
iiber Nitratgarung elementarer Stickstoff gebildet werden kanp, 
Diese Frage scheint noch nicht endgiiltig in verneinendem Sinne 
entschieden zu sein; sollte eine solche Stickstoffbildung in dey 
Natur vorkommen, so geben die mitgeteilten Versuche vielleich; 
einen Hinweis auf die Art und Weise, wie sich eine derartige 
Stickstoffentbindung vollziehen kénnte. 


CO 
CH, C CH, 
| COOH | | 
II 
| 
boon CH C:NOH 
0:0“NHOH “CH, 
6-Saure, C,,H,,N,0,0- Oximinoketohydroxamsiure, 
CO 
ci, oi, 
Il 
CH, Ci C CH 
| 
boou CH CO COOH 
COOH CH, COOH OH 
Biliansiure, C,,H,,0,. Ciliansiure, C,,H,,0,). 


Beschreibung der Versuche 


Die Herstellung der Oximinoketohydroxamsiure II erfolgte nach den 
in der 44. Mitteilung gemachten Angaben'). Fiir die Gasversuche benutzte 
man wieder, wie bei der 6-Siiure, kleine graduierte Girréhrchen, und zwar 
wurden genau dieselben Versuchsbedingungen wie bei der $-Saure einge- 
halten*). Demgema8 brachte man 0,2 g der Sdure II in ein Géarréhreher, 
gab 10°/,ige Natronlauge hinzu und fiillte das Réhrchen mit der alkalischen 
Lésung an; dann fiigte man 0,4 g feingepulvertes Kaliumpermanganat durch 
den offenen Schenkel hinzu (nach einiger Zeit noch einmal die gleich 
Menge) und brachte durch vorsichtiges Bewegen des Réhrchens das Per: 
manganat allmihlich auch in den geschlossenen Schenkel. Die sofort unter 
Griinfarbung der Lisung lebhaft einsetzende Gasentwicklung wurde nach 
und nach schwiicher und war nach einigen Stunden nur noch sehr unbe- 
deutend. Die am nichsten Tag an der Graduierung des Réhrchens a): 
gelesene Gasmenge betrug 2,4 ccm. Es wurde nun die alkalische Permat- 


1) Diese Z. 280, 203 (1934). *) Diese Z. 253, 251 (1938). 
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panatlésung mitsamt dem ausgeschiedenen Mangansuperoxydhy drat vorsichtig 
| abpipettiert und allmahlich durch reines Wasser ersetzt. Im Gegensatz zu 
‘dem Versuch mit der #-Siure trat hierbei eine betrichtliche Verminderung 
‘des Gasvolumens, nimlich auf 1,2 cem, also um 50°/, ein. Alkalische Pyro- 
; gallollésung und ammoniakalische Kupferchloriirlésung fiihrten keine Volum- 


| verringerung herbei. Das entwickelte Gas diirfte also zu gleichen Teilen 


aus Stickstoff und Stickoxydul bestanden haben, dabei sind die geringen 


| Mengen des letzteren Gases, die etwa in der alkalischen Permanganatlésung 
"gelist waren, vernachlissigt worden. Eine quantitative Bestimmung des 
' entbundenen Gases wurde nicht vorgenommen, es kann aber beim Vergleich 
' mit dem #-Séure-Versuch die Gasmenge (N, und N,O) auf etwa 1/, des in 
| der Oximinoketohydroxamsiure enthaltenen Stickstoffs geschitzt werden. 
"Je nach den Versuchsbedingungen seheinen jedoch die Gesamtgasmenge 
| sowohl, als auch das Verhiiltnis des Stickstoffs zum Stickoxydul schwan- 
' kend zu sein. Auf alle Fille handelt es sich bei der Gasentwicklung, wie 
' oben schon hervorgehoben wurde, nur um eine Nebenreaktion. 


Zur Gewinnung des stickstofffreien Oxydationsproduktes wurden 0,8 g 


_ der Oximinoketohydroxamsiure II mit einer heiBen Lésung von 2,8 g Kalium- 
| permanganat in 70 cem 10°/,iger Natronlauge zusammengebracht; sofort 
' begann die Gasentwicklung und die Reduktion des Permanganats. Das 
| Gemisch erhitzte man dann auf dem Drahtnetz bis zur vollstindigen Ent- 
| firbung. Nach dem Erkalten gab man festes Natriumbisulfit und 30°/,ige 
| Schwefelsiiure hinzu und erzeugte auf diese Weise eine farblose gallertige 


| Fillung. Nach Zugabe von wenig Wasser wurde die Fiallung kurze Zeit 
| erhitzt und auf diese Weise in gut filtrierbare Form gebracht, worauf man 
' sie nach lingerem Stehen scharf absaugte und aus salzsiurehaltigem Wasser 
_ unkrystallisierte. Die erhaltenen Formen erinnerten sofort an Ciliansiure: 


_teils weiche kugelige Aggregate von feinen radiir gestellten Prismen, teils 


" ein Filawerk von haarfeinen gebogenen langen Nadeln. Ausbeute: 0,23 g 


(nach einmaligem Umkrystallisieren). Um zu priifen, ob das Material etwa 


/ noch eine geringfiige stickstoffhaltige Beimengung enthielt oder nicht, 
' wurden 0,1082 g Substanz (bei 120° getrocknet) nach der Methode von 
| Dumas verbrannt: der Kérper erwies sich als vollstindig stickstofffrei. 
' Der Stoff schmolziunter Zersetzung bei 242° und gab bei der Mischprobe 
| mit notorischer Ciliansiure keine Depression. Fiir die Titration trocknete 
' man eine Probe bei 120° und léste sie in 10 ccm 96°/,igem Alkohol; Phe- 
| nolphthalein. 


0,1106 g Subst.: 9,10 eem n/10-NaOH. 
C.,H;,0,, (vierbasisch) Ber. CO,H 87,33 Gef. CO,H 37,04. 
Auch bei gewéhnlicher Temperatur wird die Oximinoketohydroxam- 


| siure zu Ciliansiure oxydiert. 0,4 g der Siure II brachte man mit einer 
_ Lisung von 1,4g Kaliumpermanganat in 85 cem 10°/,iger Natronlauge zu- 
'sammen. Unter Gasentwicklung und Reduktion des Permanganats erwarmte 
sich die Mischung schwach, nach spiitestens 3 Tagen war Entfirbung ein- 


getreten. Nach weiteren 24 Stunden gab man Natriumbisulfit und Schwefel- 


'Ssiure hinzu und krystallisierte die Ausscheidung nach dem scharfen Ab- 
 Saugen wieder aus salzsiurehaltigem Wasser um. Ausbeute 0,08 g (nach 


einmaligem Umkrystallisieren). Krystallformen, Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt waren die gleichen, wie oben angegeben. 
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Fermentativer Abbau von I-Dioxyphenylalanin (Dopa) 
durch Leber und Darm 
Von 
Peter Holtz, Alexander Reinhold und Karl Credner 
Mit 5 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut und dem Pharmakologischen Institut 
der Universitat Rostock) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1939) 


In einer vor kurzem erschienenen Arbeit!) war gezeigt worden, 
daB die Aminosiure 1-Dioxyphenylalanin durch Nierengewebe und 
Phosphatextrakte aus Niere quantitativ iiber Oxytyramin ak 
Zwischenstufe zu Dioxyphenyl-acetaldehyd abgebaut wird. Nu 
die natiirlich vorkommende |-Form des Dioxyphenylalanins wurde 
auf diesem Wege abgebaut, da nur diese durch die Decarboxylase 
in das Amin ibergefiihrt wird, Ahnlich wie wir das in friiheren 
Arbeiten*) fir die fermentative Decarboxylierung von Histidin 
und Tyrosin beobachteten. 

Der Abbau des 1-Dioxyphenylalanins wird durch ein Ferment- 
system bewirkt, daB sich aus einer Aminosduren-decarboxylase 
und aus einer Amin-oxydase zusammensetzt. Durch Versuche 
mit Blausiure und Octylalkohol lieB sich die Wirkung der beiden 
Fermente getrennt nachweisen: Blausiiure hemmte die Decarboxy- 
lase, Octylalkohol die Amin-oxydase. 

Die Produkte der Fermentwirkungen wiesen wir auf dre- 
fache Weise nach: mit biologischen, mit chemischen und mi 
manometrischen Methoden. Das Amin wirkte blutdrucksteigernd, 
der Aldehyd blutdrucksenkend; das Amin wurde als Benzoyl- 
derivat dargestellt, der Aldehyd als Dinitrophenylhydrazon; die 
zur Aminbildung fiihrende Decarboxylierung wurde durch mano 
metrische Messung der anaerob abgespaltenen Kohlensiure, die 


1) P. Holtz, R. Heise u. K. Liidtke, Arch. f. exp. Path. 191, 87 (1938). 

2) P. Holtz u. R. Heise, Arch. f. exp. Path. 186, 377 (1987); P. Holt: 
u. H. Janisch, Ebenda 186, 684 (1937); P. Holtz, Klin. Wschr. 1937, 1561: 
Diese Z. 251, 226 (1988). 
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der Aldehydbildung zugrunde liegende Oxydation durch mano- 
metrische Messung des hierzu erforderlichen Sauerstoffs quantitativ 
erfaBt und die beiden Vorginge zu einander in Beziehung gesetzt. 
Es wurde doppelt so viel Kohlensiure abgespalten wie Sauerstoff 


aufgenommen. 


Aus Vergleichsversuchen mit Nierengewebe verschiedener 
Tierarten ergab sich, daB Decarboxylase und Aminoxydase mengen- 
mibig aufeinander abgestimmt waren, derart, daB die beiden 
Fermente in den untersuchten Extrakten in gleicher Menge bzw. 
in gleicher Wirksamkeit vorlagen. Auf Grund dieses Befundes 
haben wir darauf hingewiesen, daB die beiden Fermente Bruch- 
stiicke eines einheitlichen Fermentes der Zelle sein kénnten, der 
|-Desaminase oder 1]-Aminosiurenoxydase. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir untersucht, ob das in 
der Niere vorhandene Fermentsystem sich auch in anderen Organen 
findet. Wir haben Versuche mit Leber und Darm gemacht, da 
diese Organe nachst der Niere die wichtigsten Orte des Amino- 
siurenstofiwechsels im Organismus sind. 


Versuchsergebnisse 
I. Oxytyraminbildung aus ]-Dioxyphenylalanin durch Darm und Leber 


Als Kriterium fiir die Umwandlung der Aminosiure in das 
Amin nahmen wir die blutdrucksteigernde Wirkung des letzteren 
sowie die unter anaeroben Versuchsbedingungen erfolgende Kohlen- 
siureabspaltung aus der Aminosiure. In der schon erwahnten 
Arbeit tiber den Einflu8 von Nierenextrakten auf Dioxyphenyl- 
alanin war die aus der Aminosaure entstehende blutdruckwirksame 
Substanz auch chemisch als Oxytyramin identifiziert worden. 


Methodik 


Blutdruckversuche. Frisch entnommener Darm verschiedener Tier- 
arten wird dem Mesenterialansatz entlang mit der Schere aufgeschnitten, 
mit Wasser gesiubert und zur Desinfektion 10—15 Minuten lang in eine 
Lisung von Oxychinolin 1: 10000 gelegt. Nach griindlichem Abspiilen mit 
Wasser wird der Darm unter Zusatz von Quarzsand im Morser zu Brei 
verrieben und im Verhiltnis 1:5 mit m/10-Kalium- oder Natriumphosphat 
vom py 7,4 extrahiert. Nach 5—10 Minuten langem Zentrifugieren wird die 
iiberstehende Lésung als ,,Phosphatextrakt“ zum Versuch benutzt. — 
Aus Lebergewebe werden ohne Vorbehandlung in sonst gleicher Weise 
Phosphatextrakte hergestellt. 

5 cem Phosphatextrakt werden in Durchstrémungsglisern (Reagenz- 
glisern mit doppelt durchbohrten Gummistopfen und Einleitungsrohren) 
mit 10 mg Dioxyphenylalanin in 5 ccm Aqua dest. versetzt und nach Zusatz 
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von 0,5 cem Toluol einige Minuten lang mit reinem Stickstoff oder Wasser. 
stoff durchstrémt. Die Versuchsansiitze werden dann mebhrere Stunden jn 
Brutschrank bei 38° gehalten. — Zur Kontrolle werden Phosphatextrakt ohne 
Dioxyphenylalanin sowie Dioxyphenylalanin ohne Phosphatextrakt angesetzt, 

Die Blutdruckversuche wurden an der mit Pernocton narkotisiertep 
Katze gemacht. Der Blutdruck wurde in der art. femoralis gemessen; injiziert 
wurde in die vena jugularis. 

Manometrische Versuche. Hierfiir wurde die Warburgapparatur 
mit AtmungsgefaéBen von ungefihr 15 ccm Inhalt benutzt. In den Haupt. 
raum der GefaBe wurden 2ccm Phosphatextrakt (mit ausgekochtem Phosphat. 
puffer hergestellt) und 2 mg |-Dioxyphenylalanin in 0,5 cem Aqua dest. ein. 
gefillt. Die Kontrollansitze enthielten 2 cem Phosphatextrakt + 0,5 cem 
Aqua dest. Der birnenformige Anhang des GefaBes enthielt 0,2 ccm 10°, ige 
Schwefelsiure. Die Gliser waren mit Stickstoff gefiillt, der vorher iiber 
gliihendes Kupfer geleitet worden war, und wurden im Wasserthermostaten 
bei 38° geschiittelt. Am Ende des Versuches wurde die Schwefelsiure in 
den Hauptraum eingekippt. 


1. Blutdruckversuche 
Oxytyraminbildung durch Leberextrakte. Die Fig. 1 
zeigt die Wirkung von Leberextrakt, der mehrere Stunden auf 
1-Dioxyphenylalanin eingewirkt hat, auf den Blutdruck der Katze. 


Fig. 1 
Oxytyraminbildung aus 1-Dopa durch Meerschweinchenorgane. 


Katze. Pernoctonnarkose. Blutdruck in der art. femoralis. Phosphatextrakte aus Leber, 
Diinndarm, Niere + 1-Dopa: 4 Stunden in N,-Atmosphire bei 38°. 
L = 1cem Leberextrakt + 1-Dopa 
D = 1 ccm Diinndarmextrakt + 1-Dopa 
N = 1 ccm Nierenextrakt + 1-Dopa 


Bei einer ganzen Reihe von Tierarten — Meerschweinchet, 
Kaninchen, Schwein, Hammel, Ziege, Huhn — enthalt Leber in 
gleicher Weise wie Niere das decarboxylierende Ferment: unter 
der Einwirkung von Leberextrakt wird ein mehr oder weniger 
groBer Teil der blutdruckunwirksamen Aminosdure in das 
blutdrucksteigernde Amin umgewandelt. Bei einigen anderen 
Tierarten, wie z. B. Rind, Ratte, Maus und Frosch, gelingt es dagegen 
weder mit Niere noch mit Leber, diese Umwandlung zu erzielen. 
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Oxytyraminbildung durch Darmextrakte. Setzt man 


‘die Versuche in der in der Methodik beschriebenen Weise an, 
so findet man, daB der Meerschweinchendarm in reichem Mafe 
‘das aminbildende Ferment enthalt (Fig. 1). Wie in den schon 
erwihnten Untersuchungen mit Nierenextrakten zeigt sich auch 


Fig. 2 
Oxytyraminbildung durch Meerschweinchendiinndarm. Optische Spezifitat. 


| Katze. Pernoctonnarkose. Blutdruck in der art. femoralis. Phosphatextrakte aus Diinn- 


darm + Dopa: 6 Stunden in N,-Atmosphire bei 38°. 


1 = 1 cem Diinndarmextrakt + 1-Dopa 
2 = 1ccm Diinndarmextrakt + d,1-Dopa 


mit den Extrakten aus Meerschweinchendarm, da8 die Ferment- 


wirkung optisch spezifisch ist. Nur das natiirlich vorkommende 


_ |-Dioxyphenylalanin wird zum Amin decarboxyliert. (Fig. 2) Blau- 
siure verhindert die Aminbildung. 


Der Versuch der Fig.1 erlaubt einen Vergleich der Wirksam- 


: keit der drei untersuchten Organe Leber, Darm und Niere. Auf 


Fig. 3 


Einwirkung von Meerschweinchen-Diinndarm und Meerschweinchen-Dickdarm 
auf 1-Dopa. 


Phosphatextrakte aus Diinn- bzw. Dickdarm + 1-Dopa: 7 Stunden in N,-Atmosphire bei 38°. 


1 = 1 cem_ Diinndarmextrakt + 1-Dopa 
2 = 1 ccm Dickdarmextrakt + 1-Dopa 


die Gewichtseinheit Gewebe bezogen, ist die Niere am wirksamsten, 
dann folgt der Darm; die geringste Wirksamkeit besitzt die Leber. 
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Das Ferment ist im Darmtrakt des Meerschweinchens streng 
lokalisiert. Es laBt sich nur in Extrakten aus Diinndarm nach. 
weisen; im Dickdarm und Rektum fehlt es (Fig. 3). AuBer bein 
Meerschweinchen haben wir noch bei folgenden anderen Tierartey 


Phosphatextrakte aus Diinn- 
darm + 1-Dopa: 12 Stunden in 
N,-Atmosphire bei 38°. 

1 = 2cem Kaninchendarm + 
1-Dopa 
2 = 2 ccm Meerschweinchen- 

darm + 1-Dopa 


Fig. 4 
Einwirkung von Kaninchen- und Meerschweinchendiinndarm auf l-Dopa. 


versucht, das oxytyramin-bildende Ferment in der Darmwandung 
nachzuweisen: Kaninchen, Schwein, Rind, Ratte, Maus, Hund und 
Katze. In keinem Darmabschnitt irgendeiner dieser Tierarten 
konnte es aufgefunden werden (vgl. z. B. Fig. 4). 


2. Manometrische Versuche 


Die Versuche 
sind eine Erginzung und Bestatigung der am biologischen 
Testobjekt erhobenen Befunde. Der chemische Vorgang, welcher 
der Umwandlung von Dioxyphenylalanin in Oxytyramin zugrunde 
liegt, ist die Abspaltung von Kohlensiure. Diese erfolgt unter 
anaeroben Bedingungen. 

Die Tab.1 zeigt Versuche mit Meerschweinchenorganen. Der 
im Blutdruckversuch nachgewiesenen Aminbildung entspricht hier 
die Abspaltung betrachtlicher Kohlensiuremengen durch Extrakte 
aus Meerschweinchendiinndarm. Dickdarmextrakte sind hier ebenso 
wie im biologischen Versuch wirkungslos. Weiterhin in Uber- 
einstimmung mit den Ergebnissen des biologischen Versuches 
decarboxylieren Nierenextrakte starker, Leberextrakte schwicher 
als Extrakte aus Diinndarm (vgl. Fig. 1 und 38). 

O,-Aufnahme durch 1-Dioxyphenylalanin. In unserer 
Arbeit iiber den fermentativen Abbau des 1-Dioxyphenylalanins 
durch Niere haben wir darauf hingewiesen, daB die Aminosiure 
sehr schnell und fast quantitativ in das Amin umgewandelt wird, 
das dann seinerseits durch die ebenfalls im Extrakt vorhandene 
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Aminoxydase zum Aldehyd oxydiert wird. Kin oxydativer Abbau, 
gekennnzeichnet durch die Aufnahme von Sauerstoff, sollte demnach 
nur in dem Umfange erfolgen kénnen, als eine Aminbildung 
yorangegangen ist. Unter diesem Gesichtspunkt haben wir die 
Decarboxylase als den Schrittmacher der Aminoxydase bezeichnet. 


Tabelle 1 


- CO,-Abspaltung aus l-Dioxyphenylalanin 
durch Meerschweinchenorgane. 
Warburgapparatur. Die Versuchsgliser enthalten 2 ccm Organextrakt und 


2mg 1-Dopa in 0,5 eem Aqua dest. — Die von den Kontrollansitzen (Organ- 
extrakt + Aqua dest.) abgegebenen CO,-Mengen wurden in Abzug gebracht. 


Versuchs- Meerschweinchen- 
zeit organe emm CO, 
30 Minuten Niere 172 
" Leber 63 
“ Diinndarm 157 
Dickdarm 4 


DaB dieses Verhiltnis auch fir Leber und Darm zutrifft, wird 
durch die Versuche der Tab. 2 wahrscheinlich, in denen die 
Sauerstoffmengen zusammengestellt sind, welche bei der Kinwirkung 
verschiedener Organe verschiedener Tierarten gemessen wurden. — 
Das Ergebnis ist, daB diejenigen Organe, die besonders stark 
decarboxylierend wirken, auch eine besonders hohe Sauerstoff- 
aufnahme veranlassen. So wirkt die Niere, verglichen mit Leber 
und Darm, bei allen Tierarten am starksten decarboxylierend; 
entsprechend ist auch die Sauerstoffaufnahme in den Ansitzen 
mit Nierenextrakten am hiéchsten. — Nur Meerschweinchen- 
darm decarboxyliert die Aminosiure, entsprechend findet auch nur 
bei dieser Tierart eine Oxydation durch Darmextrakt statt. Im 
Blutdruckversuch (Fig. 3) und in den manometrischen Versuchen 
tiber die Abspaltung von Kohlensiure (Tab. 1) hatte sich gezeigt, 
daB die Aminbildung nur durch Diinndarmextrakte, nicht hin- 
gegen durch Dickdarmextrakte erfolgt. In Ubereinstimmung 
hiermit findet im Dickdarmextrakt auch keine Sauerstoffaufnahme 
statt (Tab. 2), 

Wie in der Niere so geht also auch in Leber und Darm 
der oxydative Abbau der Aminosiure 1-Dioxyphenylalanin wohl 
quantitativ tiber das Amin als Zwischenstufe. Als naichstes Abbau- 
produkt miBte sich hierbei der Dioxyphenyl-acetaldehyd bilden. 
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Tabelle 2 


Oxydation von 1]-Dioxyphenylalanin durch Meerschweinchen., 
Kaninchen- und Rattenorgane. 


Warburgapparatur. Die Versuchsgliser enthalten 2 cem Organextrakt und 
2 mg 1-Dopa in 0,5 cem Aqua dest. — Die von den Kontrollansiitzen (Organ- 
extrakt + Aqua dest.) angenommenen O,-Mengen wurden in Abzug gebracht, 


Versuchs-}| Versuchs- 
Nr. zeit Tierart Organ emm 
1 60 Minuten Meerschweinchen Niere 161 
Leber 44 
Diinndarm 138 
2 60 Minuten Kaninchen Niere 67 
Leber 16 
Diinndarm 4 
3 60 Minuten Schwein Niere 97 
Leber 31 
Diinndarm 2 
4 80 Minuten Meerschweinchen Diinndarm 80 
» Dickdarm 7 
5 50 Minuten Meerschweinchen Diinndarm 131 
a Ratte Diinndarm 9 


II. Entstehung einer blutdrucksenkenden Substanz aus 
l-Dioxyphenylalanin durch Leber- und Darmextrakte 


In gleicher Weise, wie in unseren friiheren Untersuchungen 
iiber die Kinwirkung von Nierenextrakten auf 1-Dioxyphenylalanin 
war es auch bei den Versuchen mit Leber- und Darmextrakten 
notig, unter streng anaeroben Bedingungen zu arbeiten, wenn man 
am Ende des Versuches das fermentativ gebildete Amin nach- 
weisen wollte. Wir haben die Versuche deshalb in Stickstofi- 
oder auch in Wasserstoffatmosphire angesetzt. Bei Gegenwart 
auch nur geringer Mengen Sauerstoff waren die sonst farblos 
bleibenden Lésungen schwarz verfairbt und im Blutdruckversuch 
wirkungslos. 

Die oxydative Zerstérung des Amins erfolgte durch den Angriff des 
Sauerstoffs an zwei Stellen im Molekiil: an der Seitenkette und am Ring. 
Wir konnten es in der erwihnten Arbeit iiber den Abbau von Dioxypheny]- 
alanin durch Nierenextrakte wahrscheinlich machen, daB die Oxydation der 
Seitenkette zur Entstehung des Aldehyds fiihrt, daB dann aber bei weiterer 
Einwirkung des Sauerstoffs eine Oxydation der beiden OH-Gruppen des 
Ringes unter Chinonbildung und Schwarzfirbung sich anschlieBt. Die Oxy- 


dation an der Seitenkette erfolgte schneller als diejenige am Ring. Lie8 
man die Oxydation bis zur Schwarzfirbung der Lésung unter Chinonbildung 
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fortschreiten, dann war die Lésung biologisch unwirksam. LieB man da- 
gegen die Oxydation nicht iiber die Stufe des Aldehyds hinausgehen, indem 
man bei beginnender Braunfirbung den Versuch abbrach und injizierte, 
oder indem man die Oxydation am Ring durch Zusatz von Ascorbinsiure 
verhinderte, so waren die dann farblosen oder nur leicht braun gefirbten 
Ansitze biologisch wirksam: sie verursachten bei der intravendsen Injektion 
eine starke, langdauernde Blutdrucksenkung. 

Unter geeigneten Versuchsbedingungen 14Bt sich auch in Leber- 
und Darmextrakten die Entstehung der blutdrucksenkenden Sub- 
stanz nachweisen. Wir gingen methodisch folgendermafen vor: 
Phosphatextrakte aus Leber und Meerschweinchendiinndarm wurden 
wie in den bisherigen Versuchen mit l-Dioxyphenylalanin angesetzt, 
jetzt aber nicht in Stickstoff, sondern in Luft- oder Sauerstoff- 
atmosphiare bei 38° gehalten. Die Lésungen wurden in verschiedenen 
Zeitabstiinden im Blutdruckversuch gepriift: nach '/,—2 Stunden, 
wenn sie erst leicht braun, bzw. nach 3—4 Stunden, wenn sie schwarz 
verfarbt waren. Andere Versuche wurden unter sonst gleichen 


Fig. 5 
Bildung einer blutdrucksenkenden Substanz aus 1-Dopa 
durch Meerschweinchendiinndarm. 
5cem Darmextrakt + 10 mg 1-Dopa in 5 ccm Aqua dest.: 50 Minuten bzw. 4 Stunden in 
O,-Atmosphire bei 38°. 
Darmextrakt ohne Dopa 


ccm Darmextrakt + Dopa: 50 Minuten in O, (braun verfirbt) 
5 ccm Darmextrakt + Dopa: 4 Stunden in O, (schwarz verfirbt) 


1=0, 
2=0, 

3 = 0, 
Bedingungen, jedoch unter Zusatz von 5—10 mg neutralisierter 
Ascorbinséure angesetzt und die Versuchslésungen nach mehreren 
Stunden injiziert. — Die Fig.5 zeigt ein Beispiel dieser Versuche. 
Auf Grund der Erérterungen des vorigen Abschnittes iiber 

die Oxydation des Dioxyphenylalanins in Leber- und Darmextrakten 
wird es damit sehr wahrscheinlich gemacht, daB die depressorische 


Substanz Dioxyphenyl-acetaldehyd ist. 


Zusammenfassung 
1. In einer friiheren Arbeit war gefunden worden, daB die 
Niere einiger Tierarten ein Ferment enthilt, welches 1-Dioxy- 
phenylalanin zu Oxytyramin decarboxyliert. In dieser Arbeit wird 
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gezeigt, daB das decarboxylierende Ferment auch in Leber und 
Darm vorkommt. Die Aminbildung wird durch die blutdruck. 
steigernde Wirkung des Amins sowie durch Messung der aus der 
Aminosaiure anaerob abgespaltenen Kohlensiure nachgewiesen, 

2. Die Decarboxylase li8t sich nachweisen in Nieren- und 
Lebergewebe von Meerschweinchen, Kaninchen, Schwein, Hammel, 
Ziege und Huhn, nicht aber in den entsprechenden Organen von 
Ratte, Maus, Rind und Frosch. 

3. Das Ferment findet sich auch in Darmextrakten, von 
allen untersuchten Tierarten jedoch nur beim Meerschweinchen. 
Hier ist es in den oberen Darmabschnitten lokalisiert. In Dick. 
darm und Rectum 1aBt es sich nicht nachweisen. 

4, Das Ferment wirkt nur auf die natiirlich vorkommende 
1-Form des Dioxyphenylalanins. Ks wird durch Blausiure gehemnt. 

5. Der oxydative Abbau des l-Dioxyphenylalanins in Leber- 


und Darmextrakten geht quantitativ iiber das Amin. Decarb- | 


oxylase + Aminoxydase versehen die Funktionen einer ,,Amino- 
siureoxydase“. 

6. Das erste Oxydationsprodukt ist der Dioxyphenyl-acet- 
aldehyd. Dieser ist pharmakologisch wirksam: er wirkt stark 
blutdrucksenkend. 
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Biochemische Hydrierungen in der Gruppe der Steroide 
mit Hilfe eines Bacillus der Art putrificus 
Von 


Luigi Mamoli, Richard Koch und Hermine Teschen 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem 
und dem Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1939) 


Durch Arbeiten der letzten Jahre 1*~*) konnte gezeigt werden, 


'daB man mit Hilfe von nicht sterilen Stier- oder Hengst- 
' hodenextrakten eine Reihe von biochemisch bedeutsamen Hydrie- 
' rungen an Keimdriisenhormonen der Androsterongruppe durchfiihren 
> kann,in deren Verlauf Doppelbindungen abgesittigt und Ketogruppen 
' zu Alkoholgruppen reduziert werden. So gelang es beispielweise, 
Androstendion (I) in Androsteron, Atiocholandion (II) 
epi-Atiocholandiol (V) tberzufiithren; Testosteron (II) 
lieferte unter ahnlichen Bedingungen epi-Atiocholandiol (V) und 
| Isoandrostandiol (VIII); Androstandion (VI) konnte zu 
_ Androsteron und Iso-androsteron (VII) abgewandelt werden. 


Diese biochemischen Hydrierungen sind von groBem Inter- 


| esse, weil einige der erhaltenen Reduktionsprodukte im Harn vor- 
_ kommen und als Ausscheidungsformen der in der Keimdriise ge- 
| bildeten unges&ttigten Wirkstoffe anzusehen sind. Im Gegensatz 
zm einer friher von Ercoli!) geiuBerten Auffassung, nach der 
_ eine spezifische ,,Testishydrase“ fiir die beobachteten Hydrierungen 
| verantwortlich gemacht wird, konnte der eine von uns gemeinsam 
mit G. Schramm?) zeigen, daB in den nicht sterilen Hoden- 
_ extrakten Faulnisbakterien vorhanden sind, auf deren Anwesen- 
' heit wir die erzielten Reduktionen zuriickfiihren. Die bisher er- 
aielten Ergebnisse hingen naturgemiB von der jeweiligen Infektion 
_ der Hodenextrakte ab, so daB die Hydrierungen nicht immer in 
' derselben Richtung und mit gleicher Ausbeute verliefen. 


1*) A. Ercoli u. L. Mamoli, Ber. chem. Ges. 71, 156 (1938). — 


') A. Ereoli, Ber. chem. Ges. 71, 650 (1988), Chim. e Ind. (Milano) 20, 349 
- (1938). — ) L. Mamoli u. G. Schramm, Ber. chem. Ges. 71, 2083 (1938), 
| Ber. chem. Ges. 71, 2698 (1938). — 4) A. Ercoli, Ber. chem. Ges. 72, 
190 (1989). 
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I. 


Um unsere Kenntnisse iiber den Verlauf dieser Hydrierungey 


und iiber das Wesen der ihnen zugrunde liegenden Reaktione, 
zu vertiefen, haben wir ein aus verfaultem Stierhodenextrakt ge. 
wonnenes Bakteriengemisch, das die biochemische Hydrierung 
von Androstendion bzw. Testosteron zu Verbindungen der Cholap. 
reihe (cis-Reihe) ergeben hatte, einer bakteriologischen Priifung 
mit dem Ziel der Isolierung und Identifizierung der hydrierendey 
Bakterienart unterzogen. Wie aus dem Versuchsteil der yor. 
liegenden Arbeit hervorgeht, konnten wir einen reinen Bakterien. 
stamm isolieren, der fiir die oben genannten Hydrierungen ver. 


antwortlich ist und wahrscheinlich machen, daB er mit dn 


Bacillus putrificus (Bienstock) identisch ist. Mit diesem reine 
Stamm haben wir zunichst die Hydrierung des Androstendion; 
niher untersucht. 

In einer ersten Versuchsreihe versetzten wir sterilen Stier. 
hodenkochsaft (mit oder ohne Zusatz von Glucose) mit fein ge. 
pulvertem Androstendion (I), infizierten mit dem dargestellten 
Putrificus-Stamm und iiberlieBen das Reaktionsgemisch unter an- 
aeroben Bedingungen 10—30 Tage lang im Brutschrank sich 
selbst. Nach der Aufarbeitung isolierten wir neben Ausgangs- 
material eine kleine Menge Atiocholandion (III); damit war 
gezeigt, daB die Bazillen die Fahigkeit besitzen, Androstendion 
zu hydrieren. Wahrend jedoch friiher die Reaktionslésungen bei 


Verwendung von verfaulten Stierhodenextrakten nach Beendigung F” 
der Reduktion ein p,, von 7—7,6 zeigten, beobachteten wir bei F- 


den neuen Versuchen mit dem reinen Puétrificus-Stamm das Av: 
treten einer stark sauren Reaktion (p, 4 und weniger). Puffert 
man mit sekundérem Natriumphosphat oder 14Bt man die Reak- 
tion bei Gegenwart von Calciumcarbonat verlaufen, so steigt die 
Ausbeute an Atiocholandion, aber erst nach zahlreichen Versuchen 
haben wir Bedingungen aufgefunden, die niheren Einblick in den 
Verlauf dieser biochemischen Hydrierungen gestatteten und Wege 
zu partiellen Reduktionen von priparativer Bedeutung wiesen. 


IIT. 
1. Absattigung der Doppelbindung 
Versetzt man steriles gepuffertes Hefewasser vom p,, 68 
mit pulverisiertem Androstendion (I), infiziert nach erneuter 
Sterilisierung mit dem von uns isolierten Putrificus-Stamm und 
schiittelt bei 36—37° 6 Tage lang unter Stickstoff, so erhalt man 
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‘in einer Ausbeute von 70—80°, Atiocholandion (III). Nach 

peer der Reduktion liegt das p,, bei 6,6. Ein gleiches 

'Verhalten zeigen andere ungesittigte Steroidhormone; liefert 
: | Testosteron (II) unter Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff unter 

denselben Bedingungen Atiocholanol-(17)-on-(3)(IV) in gleicher 
Ausbeute, und das Schwangerschaftshormon Progesteron (IX) 
} geht unter denselben Bedingungen mit einer Ausbeute von 80 bis 
in Pregnandion (X) ier. 


a 2. Reduktion von Ketogruppe und Doppelbindung 
Verwendet man statt Hefewasser als Nahrboden eine Hefe- 
‘ suspension, so beschrinkt sich die Hydrierung nicht auf die 
| _ Doppelbindung, sondern dariiber hinaus erfolgt auch die Reduktion 
_ der Ketogruppen. Versetzt man z. B, eine sterile, gepufferte wiB- 
Hefesuspension mit Androstendion (I), infiziert mit dem 
reinen Bacillenstamm und schiittelt 6 Tage unter Stickstoff bei 
36—37°, so erhailt man ein Gemisch von Substanzen, die nach 
4 | Trennung in Keton- und Nichtketon-Anteile mit dem Keton- 
4 reagenz nach Girard?) in Atiocholanol-(17)- -on(3) (LV) und epr- 
Atiocholandiol-(3,17) (V) getrennt werden kénnen. Unter den- 
selben Bedingungen liefert Androstandion (VI) Isoandrosteron 
(VII) und Iso-androstandiol (VIII); Testosteron (II) geht in 
Atiocholanol- -(17)-on-(3) (IV) und epi-Aetiocholandiol-(3,17) 
> (V) tber, und Dehydro-androsteron (XI) liefert in guter Aus- 


i | beute Androstendiol (XII). Beim Progesteron erfolgte da- 


_ gegen unter diesen Bedingungen in den bisher von uns durchge-_ 
fihrten Versuchen wieder nur die Absittigung der Doppelbindung 
/zum Pregnandion. Cholestenon bleibt, ebenso wie in den Ver- 
suchsreihen mit den verfaulten Stierhoden-Eixtrakton le), unverandert. 


a Betrachtet man die erzielten Ergebnisse, so erkennt man, daB 
: unter Kinwirkung des von uns isolierten reinen B. putrificus- 


» Stammes unter anaeroben Bedingungen in Hefewasser in den 


¢,-ungesattigten Oxoverbindungen Androstendion (I), Test- 


osteron (II) und Progesteron nur die Doppelbindung ab- 
wird, und bei dieser Hydrierung die Verkniipfung 

der Ringe A ‘und B ausschlieBlich in cis-Stellung (Cholansiure- 
: ® reihe) erfolgt. Da die Uberfiihrung dieser Verbindungen in die 


» Cholanreihe mit katalytischen Hydrierungsmethoden nicht sehr 


*) Helvet. chim. Acta 19, 1095 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 261 20 
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befriedigend verliuft, kommt unserer biochemischen Methode, dip 
immer mit vorziiglicher Ausbeute reproduzierbar ist, zur et 
stellung von Atiocholandion (III), Ktiocholanol-(1 7)-on-(3 
(IV) und Pregnandion (X) priparative Bedeutung zu. Die bio. 
chemische Umwandlung des Progesterons in Pregnandion stellt zy. 
gleich die erste enzymatische Hydrierung in der Pregnanreihe day: 
sie ist von besonderem Interesse, weil im Harn zahlreiche hydriert, 
Substanzen dieser Reihe isoliert werden konnten. So konnte, 
A. Butenandt*’) und G. F. Marrian‘) aus Schwangerenhan 
Pregnandiol, R. E. Marker und Mitarbeiter unter einer Rei 
nahe verwandter Stoffe aus Stutenharn das Pregnandion5) selbst 
isolieren. 

Die unter Verwendung von steriler Hefesuspension als Nibhr. 
boden erzielten Ergebnisse lassen eine bemerkenswerte Gesetz. 
maBigkeit in bezug auf den sterischen Verlauf der Reduktionen 
erkennen. Androstendion (1) wird unter cis-Verkniipfung de 
Ringe A und B zuniichst in Atiocholandion (III) tbergefiihr: 
im weiteren Verlauf der Reduktion wird in diesem gesiittigter 
Diketon der Cholanreihe zuniichst die Ketogruppe in der 17-Stel- 
lung hydriert — es entsteht das Atiocholanol-(17)-on-(3) (IV, 
in dem die neue Hydroxylgruppe sich in trans-Stellung aw 
CH,-Gruppe am C,, befindet — und dann erst die Ketogrupp: 
in der 3-Stellung, deren Reduktion zur Entstehung des epi- -Atio- 
cholandiols (V) fiihrt, das die Hydroxylgruppe am C, in trans. 
Stellung zur anguliren Methylgruppe am C,, trigt. 


Anders verliuft die Einwirkung der hydrierenden Bakterien 


in Hefesuspension auf das Androstandion (VJ), in dem sich im 


Gegensatz zum Atiocholandion die Ringe A und B in trans 


Verkniipfung zueinander befinden; hier erfolgt in umgekehrter 
Reihenfolge zuerst die Reduktion der Carbonylgruppe in der 
3-Stellung und dann die Hydrierung der Oxogruppe am C,,. Au 
der Bildung des Iso-androsterons (VII) als erstem Reduktion:- 
produkt folgt, daB die biochemische Reduktion der 3-standigen 
Carbonylgruppe in diesem Derivat der allo-Cholanreihe zur _,,nr- 
malen“ Konfiguration der entstehenden Hydroxylgruppe (cis-Stel- 
lung zur CH,-Gruppe am C,,) fiihrt. Die anschlieBende Reduktion 
zum Iso-androstandiol (VIII) erfolgt in gleichem sterischet 
Sinne wie im Fall des Atiocholandiols. 


8) Ber. chem. Ges. 68, 659 (1930). 4) Biochemie. J. 28, 1090 (1929) 
5) J. Amer. Chem. Soc. 60, 1559 (1938). 
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Aus diesen Beispielen ist eine ausgesprochene stereochemisch: 


Spezifitat der biochemischen Hydrierung mit dem hier verwendetey : 
Bacillus putrificus-Stamm in Abhingigkeit von der Konfigura. 
tion der Substrate zu folgern. ‘ 


Wir danken Herrn Prof. A. Butenandt fir die Férderang i 
der vorliegenden Arbeit und der Schering-A.G. fiir die uns ge. t 
wahrte Unterstiitzung. 


Beschreibung der Versuche 


Isolierung und Identifizierung einer hydrierenden Bacillenform 
aus faulendem Stierhodenextrakt (R. Koch). 


Die vergleichende Ziichtung der in dem faulenden Stierhoden. & 
extrakt beobachteten Stibchenformen in verschiedenen Nihrbéden 
erfolgte unter aeroben und anaeroben Bedingungen. Bei volligen 
AbschluB der Luft war das Wachsen in der Regel besser als bei 
Anwesenheit von Luft. Oberflichenkolonien in Hefewasser-Agar 
entstanden ausschlieBlich bei Luftabschluf&. Nahrfliissigkeiten und 
feste Nihrbéden, in Reagenzglischen in hoher Schicht abgefiillt, 
zeigten auch ohne Einschlu8 in den Anaerobenapparat deutliche 
Keimentwicklung, wenn der Nihrboden iiberhaupt geeignet war 

Fiir die Reinziichtung der Keime erwies sich Hefewasser-Agar 
als geeignet. Bei vollstindigem LuftabschluB entstanden bei 
37° C nach 83—4 Tagen auf der Agaroberfliche kleine graue Ko- 
lonien mit unregelmabig gezacktem Rand. Auf Bouillon-Agar- 
platten konnte niemals Wachstum festgestellt werden. Entspre- 
chende aerobe Platten zeigten nur groBe, weiBe Kolonien mit 
lockenférmigen Ausliufern, die einen aeroben Sporenbildner ent- & 
hielten, ihnlich dem Bacillus mycoides; diese Bacillen erwiesen 
sich in mehreren Hydrierungsversuchen als vollkommen wirkungs 
los. Die auf den anaeroben Platten gewachsenen Kolonien konnten 
auf den aeroben Platten nicht festgestellt werden. 

Die Weiterziichtung der auf den anaeroben Platten ge 
wachsenen Organismen wurde in Hefewasser versucht. In dieser 
Fliissigkeit entwickelten sich die Keime bei 37°C unter Lutt- 
abschluB nur maBig. Bei Gegenwart von Luft blieb das Wachstum 
sogar ganz aus. In Hefeautolysat war weder unter aeroben noch 
unter aneroben Bedingungen irgendwelche Entwicklung zu beob- 
achten. Auch in Peptonbouillon aus Liebigs Fleischextrakt war 
nur anfanglich sehr miBiges Wachstum festzustellen, und bel 
spiteren Abimpfungen blieb-die Entwicklung ganz aus. Als fiir 
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Weiterzitichtung brauchbar erwies sich abgekochte, dickbreiige 
"Hefe. In diesem sterilen Hefebrei vermehrten sich die Bazillen 
owohl anaerob als auch aerob, sehr rasch und kriftig. Bei mikro- 
Pskopischer Priifung zeigten sich nach 8—4 Tagen zahlreiche, 
Pdeutlich bewegliche, mittelkriftige Stabchen. LKinige Stabchen 
rugen endstiindige runde bis ovale Sporen bei deutlicher Auf- 
“schwellung des Stibchenendes (Plectridium). Sogar die sporen- 
“tragenden Stibchen waren teilweise beweglich. 
' Die Stabchen aus 3 Tage (37°C) alten Hefebreikulturen waren 
Pdeutlich nach Gram firbbar. Nach weiterer Aufbewahrung der 
PKulturen bei Zimmertemperatur wurde nach 3 Wochen die 
Gramfarbung wiederholt. Die Bazillen erwiesen sich nunmehr 
Pals gram-negativ. 
' Endlich war fiir die Hefebreikulturen ein fauliger, kise- 
Partiger Geruch charakteristisch. Schwefelwasserstoff konnte beim 
FErwirmen der Kultur mittels Bleipapier in einigen Fallen nach- 
Sgewiesen werden. 

Auffallend war das kriftige Peptonisierungsvermégen der 
eKeime. So wurde Milch nach 3 Tagen koaguliert unter fast 
Pgleichzeitiger mehr oder weniger kriiftiger Peptonisierung. Nach 
Tagen war ein Teil des ziemlich lockeren Koagulums wieder 
ilweise geldst. Nach einigen Wochen war die Auflésung des 
FKoagulums eine vollstindige. Die Milch war in eine griinliche, 
durchsichtige Fliissigkeit verwandelt. 


> Auch Gelatine wurde von den Keimen rasch abgebaut und 
perfliissigt. Stichkulturen in Hefewassergelatine und auch in 


Puach unten rasch fortschreitende entweder trichterférmige oder 
P parallel der Oberfliche nach unten vorwiirtsschreitende und 
Pschlieblich vollstandige Verfliissigung ohne MHiutchen- oder 
" Astchenbildung. Dieses gilt sowohl fiir anaerob als auch fiir 
auf bewahrte Kulturen. 


: Sowohl in Bouillon-Agar mit 2°/, Traubenzucker als auch 
Sn Bouillon-Agar mit 2°/, Milchzucker konnte nach 3 Tagen 
bereits kraftige Gasbildung unter ZerreiBung des Agars beob- 
Bechtet werden. 

Zur Entscheidung, ob die vorliegenden Keime zum Ver- 
Mvandtschaftskreis des Bacillus putrificus oder des Bacillus 
pomylobacter gehéren, wurde der Kartoffelbrei-Nahrboden nach 
‘Ruschmann beimpft, die Keime entwickelten sich gut. Butter- 
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siuregeruch konnte jedoch nicht in allen Proben festgestel 
werden. Auch zeigten die Stibchen niemals die fiir Bacillus amyl. & 
bacter typische Clostridienform. Kine Behandlung mit Lugolsche fe 
Jod—Jodkaliumlésung ergab keine Granulosespeicherung mit def 
entsprechenden Blaufairbung in den Stibchen. Dieser Befu 
spricht mehr fiir Bacillus putrificus. 


Auf sterilen Kartoffelkeilen entstand nur unter streng an./ 
aeroben Bedingungen ein mifiger, grauer, uncharakteristische fh 
Belag. 
Zur Priifung der Resistenz der Sporen gegen Erhitzung auf ™ 
Kochtemperatur wurden sowohl Hefewasser- als auch Hefebrej. 
kulturen im kochenden Wasserbad erhitzt. Eine Abimpfung inf 
Hefebrei nach 30 Minuten zeigte nach 3 Tagen normales Wachstum, 
Eine Abimpfung nach 45 Minuten entwickelte sich in Hefebrej 
erst nach 7 Tagen schwach. Nach 60 und 80 Minuten abgeimptte 3 
Proben erwiesen sich als nicht mehr entwicklungsfihig. 


Alle bisher aufgefiihrten Kriterien sprechen dafit, 
daB es sich bei den untersuchten anaeroben Bacillen un 
einen Organismus aus dem Verwandtschaftskreis desi 
Bacillus putrificus (Bienstock) handelt. Eine Priifuny 
eventueller pathogener Kigenschaften konnte von uns nicht vor ,;, 
genommen werden. Es liegt im iibrigen kein Grund zu der An 
nahme vor, daB es sich um einen Krankheitserreger handel B dir 
kéunte. Auf die Anwendung der von Zeissler angegebenei i: 
Spezial-Blutnéhrbéden haben wir verzichtet. Nur das Verhalten 
der Keime im Hirnbrei ist untersucht worden. Die erwartete 
Schwirzung des Hirnbreies trat jedoch nicht oder nur andeutungs & 
weise auf. Diese Beobachtung deckt sich mit der bereits er) 
wiihnten Tatsache, daB die Schwefelwasserstoffbildung in EKiweil- By; 
nihrbéden stets nur schwach und durchaus wechselnd war. Dae 
alle anderen Pefunde fiir den Bacillus putrificus sprechev, 
glauben wir auf unbedeutende Abweichungen im physiologische 
Verhalten der Keime kein allzugroBes Gewicht legen zu miisser. fi) 
Eine sichere Entscheidung, ob vielleicht der nahe verwandte 
Bacillus verrucosus (Zeissler) vorliegt, kann aus den angestellter RF 
Untersuchungen nicht getroffen werden. : 

Mit den angedeuteten Vorbehalten entscheiden wir wy; 
dahin, daB die beschriebenen Keime identisch sind mit dem 
Bacillus putrificus (Bienstock). Bschi 
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gestell Biochemische Hydrierungen von Steroiden 

mit dem vorstehend beschriebenen Bacillus putrificus 

nit de Mee A. Reduktionen in Hefewasser ; 
Befunif® 1. Androstendion zu Atiocholandion. 60 ccm steriles Hefe- 


" wasser wurden durch Zugabe von 10cem mol/5-sekundires Natrium- 
ng an. Pphosphat und 10 ccm m/5-primires Kaliumphosphat gepuffert 
stischer eu(P,, 6,8), mit 150 mg fein pulverisiertem Androstendion versetzt 
Hund 1 Stunde im Dampftopf sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde 

Pmit einigen Tropfen des von uns isolierten, frisch in Hefebrei ge- 


foul Hziichteten reinen Stammes von B. putrificus infiziert. Das Reaktions- 
‘ung in Hcemisch wurde dann bei 36—37° unter Stickstoff 6 Tage ge- 
hotun Fschittelt. Danach wurde der Versuch unterbrochen und die 
efebrei i § Suspension filtriert (p, 6,6). Der auf dem Filter verbliebene 
simptte FRiickstand wurde mit Aceton ausgekocht und durch Filtrieren 


pvon den Bazillen befreit. Die Acetonlésung wurde zur Trockne 
: Pgebracht und der Riickstand aus verdiinntem Methanol und ver- 
la fiir, Hdinntem Aceton umkrystallisiert: 115 mg Atiocholandion vom 
PSchmelzp. 180—131° (unkorr.) (Mischprobe). 

des 2. Testosteron zu Atiocholanol-(17)-on-(8). 150 mg fein pul- 
riifuny pverisiertes Testosteron wurden unter denselben Bedingungen 
it Vor Mi vie unter 1. der hydrierenden Kinwirkung des B. putrificus aus- 
gesetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand aus ver- 
andel | dinntem Methanol und verdiinntem Aceton umkrystallisiert: 105 mg 
ebenet Atiocholanol-(17)-on-(3), Schmelzp. 139° (unkorr.). 

halten ' 3. Progesteron zu Pregnandion. 150 mg fein pulverisiertes 
vartete | Progesteron wurden wie unter 1. behandelt. Nach der Auf- 
‘tungs: Harbeitung lieferte der Riickstand durch Umkrystallisieren aus 
ts eB Methanol 180 mg Pregnandion, Schmelzp. 119—120° (unkorr.) 
siweib- 

B. Reduktionen in Hefebrei 


1. Androstendion zu Atiocholanol-(17)-on-(3) und ept- Ktio- 
Kine Suspension von 10 g Backerhefe in 
560 ccm Leitungswasser wurde mit 10 ccm m/5-sekundirem Natrium- 


Pphosphat und 10 com m/5-primirem Kaliumphosphat gepuffert 
'(P,, 6,8), mit 150 mg fein pulverisiertem Androstendion versetzt 
jund 1 Stunde im Dampftopf sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde 
rus q mit einigen Tropfen unseres reinen, frisch geziichteten B. putrificus- a 
; den |Stammes infiziert, und bei 86—37° 6 Tage unter Stickstoff ge- 
pschiittelt, Danach wurde der Versuch unterbrochen (p,, 6,6) und das 
‘Reaktionsgut erschépfend mit Ather extrahiert. Die atherische 
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